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Für die Maßeinheiten wurden die Dezimalvorsätze Piko (p, 10–12), Nano (n, 10–9), 
Mikro (µ, 10–6), Milli (m, 10–3), Zenti (c, 10–2) und Kilo (k, 103) verwendet. 
 
 
°C Grad Celsius 
ABL Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1, Akronym für das Gen auf 
Chromosom 9, das Tyrosinkinase ABL1 kodiert 
ACR American College of Rheumatology 
AP alkalische Phosphatase 




BCR breakpoint cluster region, bruchstellenreiche Region, namensgebend für ein Gen 
auf Chromosom 22 
BSA bovines Serumalbumin 
CD cluster of differentiation, Oberflächenantigene der Lymphozyten 
CP Citrat-Phosphat 
CpG-DNA Cytosin-phosphatidyl-Guanin-reiche DNA 
C-terminal carboxyterminal 
CV-1-Zellen Abkürzung für eine Nierenfibroblastenzelllinie von Cercopithecus aethiops 
Da Dalton 
DCs dendritic cells, dendritische Zellen 
ddH2O doppelt destilliertes Wasser 
DEPC Diethylpyrocarbonat 
DMEM Dulbecco’s Modifed Eagle’s Medium 
DMF N, N-Dimethylformamid 
DNA deoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsäure 
dsDNA double-stranded deoxyribonucleic acid, doppelsträngige Desoxyribonukleinsäure 
dsRNA double-stranded ribonucleic acid, doppelsträngige Ribonukleinsäure 
EBNA-1 /-2 Epstein-Barr-Virus-nukleäres Antigen 1 bzw. 2 
EBV Epstein-Barr-Virus 
EBV-EA/D EBV early antigen diffuse component, diffuses frühes Antigen des EBV 
E. coli Escherichia coli 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
ELISA enzyme-linked immunosorbent assay, Enzymimmunoassay 
FACS fluorescence-activated cell sorter, Durchflusszytometer 
Abkürzungsverzeichnis Seite 10 
 
 
FCS fetal calf serum, Fetales Kälberserum 
fDCs follikuläre dendritische Zellen 
FITC Fluorescein-5-isothiocyanat 
FL-1/-2/-3 Fluoreszenzdetektor 1, 2 und 3 
g Gramm 






His-Tag Hexahistidin-Markierung eines Proteins 
HLA human leucocyte antigen, Humanes Leukozyten Antigen 
hLa humanes La-Protein 
HS Humanserum 





IRES internal ribosome entry site, interne Ribosomenbindungsstelle 
l Liter 
Kap. Kapitel 
La (+R/D) rhLa-Protein, bei Aufreinigung RNase- und DNase-behandelt 
LaC C-terminale Hälfte des La-Proteins 
LaN N-terminale Hälfte des La-Proteins 
LaN (+R/D) LaN-Protein, bei Aufreinigung RNase- und DNase-behandelt 
LB Luria Bertani 




MACS magnetic-activated cell sorter, magnetischer Zellseparator 
mAk monoklonaler Antikörper 
mDCs myeloide dendritische Zellen 
MDM2 murine double minute 2, zelluläre Ubiquitinligase 
MFI mittlere Fluoreszenzintensität 
MHC major histocompatiblity complex, Haupthistokompatibilitätskomplex 
min Minute 
mRNA messenger ribonucleic acid, Boten-Ribonukleinsäure 




NET neutrophil extracellular traps, neutrophile extrazelluläre Fallen 
Ni-NTA Nickel nitrilotriacetic acid, Nickel-Nitrilotriessigsäure 
NK-Zelle Natürliche Killerzelle 
NLS nukleäres Lokalisationssignal 
NRE nuclear retention element, nukleäres Retentionselement 
NTA Nitrilotriessigsäure 
N-terminal aminoterminal 
ODλ optische Dichte bei einer bestimmten Wellenlänge 
PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese 
PAMP pathogen-associated molecular pattern, Pathogen-assoziiertes molekulares 
Muster 
PBMC peripheral blood mononuclear cell, mononukleäre Zelle des peripheren Blutes 
PBS phosphate-buffered saline, Phosphat-gepufferte Saline 
pDCs plasmazytoide dendritische Zellen 
PE Phycoerythrin 
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid 
PRR pattern recognition receptor, Mustererkennungsrezeptor 
PSGL-1 P-Selektin-Glykoprotein-Ligand-1 
rhLa rekombinantes humanes La-Protein 
RNA ribonucleic acid, Ribonukleinsäure 
RNP Ribonucleoprotein 
rpm rounds per minute, Umdrehungen je Minute 
RPMI Roswell Park Memorial Institute-Medium 
RRM RNA recognition motif, RNA-Erkennungsmotiv 
rRNA ribosomal ribonucleic acid, ribosomale Ribonukleinsäure 
RT Raumtemperatur 
s Sekunde 
SAv-HRP Streptavidin-Horseradish peroxidase, Streptavidin-konjugierte Meerrettich-
Peroxidase 
SBM short basic motif, kurzes basisches Motiv 
SD standard deviation, Standardabweichung 
SDS sodium dodecyl sulfate, Natriumdodecylsulfat 
slan 6-Sulfo-N-Acetyllactosamin (6-Sulfo-LacNAc) 
SLE systemischer Lupus erythematodes 
Sm Smith-Antigen 
snRNA small nuclear ribonucleic acid, kleine nukleäre Ribonukleinsäure 
SS-A Sjögren-Syndrom-Antigen A (Ro 60) 
SS-B Sjögren-Syndrom-Antigen B (La) 
ssDNA single-stranded deoxyribonucleic acid, einzelsträngige Desoxyribonukleinsäure 
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STET Saccharose-Triton X-100-EDTA-Tris 
TBS-T Tris-buffered saline-Tween®20, Tris-gepufferte Saline mit Tween®20 
TE Tris-EDTA 
TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin 
TLR Toll-like receptor, Toll-ähnlicher Rezeptor 
TMB 3, 3’, 5, 5’-Tetramethylbenzidin 
TNF-α Tumornekrosefaktor-α 
Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 
Treg regulatorische T-Zellen 
tRNA transport ribonucleic acid, Transport-Ribonukleinsäure 
U Unit 
UUUOH Folge von drei Uracil-Nukleotiden am 3’-Ende von RNA 
UV ultraviolett 
V Volt 
v/v volume/volume, Volumenprozent 
w/v weight/volume, Gewichtsprozent 
WB Western Blot 










1.1  Das menschliche Immunsystem 
 
Das Immunsystem des Menschen ist ein komplexes System zur Abwehr von 
Krankheiten und körperfremden Strukturen. Es ist in der Lage zwischen gefährlichen und 
nicht gefährlichen Signalen zu unterscheiden und entsprechend mit Aktivierung oder 
Toleranz zu reagieren. Ein Fehlschlagen einer dieser Mechanismen führt zu exazer-
bierenden Infektionen, Autoimmunität oder Überempfindlichkeitsreaktionen. 
Es besteht zum einen aus Zellen, die Krankheitserreger, körperfremde und 
veränderte körpereigene Strukturen direkt vernichten können (Zelluläres Immunsystem). Sie 
sind vorrangig im Blut und in lymphatischen Geweben lokalisiert, kommen aber grundsätzlich 
ubiquitär vor. Ein anderer Teil von Zellen produziert im Krankheitsfall bzw. nach ihrer 
Aktivierung Moleküle (Antikörper, Komplementfaktoren und antimikrobielle Stoffe), die 
Pathogene bei Erkennung zerstören, an diese binden und inaktivieren oder für andere 
Effektorzellen markieren (Humorales Immunsystem). Grundsätzlich produzieren alle diese 
Zellen in unterschiedlichem Ausmaß und funktionsabhängig Signalstoffe (Zytokine) zur 
Informationsvermittlung, die für eine immunologische Reaktion unentbehrlich ist. 
Man unterscheidet zwischen dem angeborenen, unspezifischen Immunsystem und 
dem adaptiven, spezifischen Immunsystem, denen je Teile des zellulären und des humo-
ralen Systems angehören und ineinandergreift. Das ist wichtig, da das angeborene System 
sofort auf Pathogene reagieren kann, unter Umständen aber nicht ausreichend ist, das 
adaptive System zur spezifischen Abwehrreaktion jedoch erst ein paar Stunden bis Tage 
Anlaufzeit benötigt (Murphy et al., 2009). 
Die wichtigsten Zellen des Immunsystems sind Makrophagen (Fresszellen) und 
neutrophile Granulozyten, die Pathogene inokulieren können, NK-Zellen (natural killer cells) 
und zytotoxische T-Lymphozyten, die zelluläre Pathogene wie Bakterien und Einzeller, 
Würmer sowie körpereigene infizierte oder krankhafte Zellen abtöten. T-Helferzellen und 
B-Lymphozyten repräsentieren die zelluläre Komponente des adaptiven Immunsystems mit 
Antikörperproduktion und Gedächtniszellen. Dendritische Zellen (dendritic cells, DCs) bilden 
mit ihrer komplexen Funktion als Komponente des angeborenen Immunsystems die Schnitt-
stelle zum adaptiven Immunsystem. 
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1.1.1  Die zentrale Rolle dendritischer Zellen bei der Einleitung der 
Immunantwort 
 
Für die Einleitung der adaptiven Immunantwort ist die Aktivierung von Lymphozyten 
erforderlich. Das erfolgt über Kommunikation mit antigenpräsentierenden Zellen (antigen 
presenting cells, APC). Durch Phagozytose oder Mikropinozytose, eine unspezifische 
Aufnahme kleiner Flüssigkeitsvolumina, werden Viren, Virusproteine, Bakterien, Parasiten 
und Pilze von APC aufgenommen, prozessiert, und auf der Zelloberfläche über den HLA-
Klasse-II-Rezeptor als Peptide präsentiert. Zu den APC zählen DCs, die ihre Antigen-
moleküle den T-Zellen präsentieren. Naive CD4+ T-Helfer-Lymphozyten (cluster of differen-
tiation, Bezeichnung für Oberflächenantigene auf Lymphozyten) erkennen an APC 
gebundene Antigene (= erstes Signal für T-Zellen), und zwar jede individuelle T-Zelle ihr 
spezifisches Antigen. Sie besitzen Rezeptoren, die T-Zell-Rezeptoren, eingebunden in ihrem 
CD3-Komplex, die im Entwicklungsprozess einer genetischen Rekombination und damit 
Rezeptorprotein-Variation unterliegen. Allerdings genügt das nicht alleine, die APCs müssen 
vorher auch aktiviert worden sein. Nur bei Aufnahme eines Pathogens und gleichzeitiger 
Aktivierung durch „Danger-Signale“ über ihre Toll-like Rezeptoren (TLR), Scavenger 
Rezeptoren (engl. Straßenfeger), C-Typ Lektin-Rezeptoren oder andere pattern-recognicion 
rezeptors (PRR), welche die evolutionell sehr alten Pathogen-assoziierten molekularen 
Muster (PAMPs = Pathogen-associated molecular patterns) erkennen, wird der B7-Komplex 
aus CD80 und CD86 exprimiert (= zweites Signal). Des Weiteren werden auf DCs die 
Adhäsionsmoleküle CD58 und ICAM-2 exprimiert, die Phagozytosefähigkeit geht verloren 
und die Anzahl oberflächlicher HLA-Proteine für die Antigenpräsentation wird hochreguliert. 
Wenn eine T-Zelle ein passendes präsentiertes Antigen über den T-Zell-Repeptor und das 
kostimulatorische Signal B7 über den CD28-Rezeptor (oder ein äquivalentes Signal) 
empfängt, kommt es zur T-Zell-Aktivierung mit nachfolgender Zytokinausschüttung, haupt-
sächlich IL-2, und T-Zellproliferation. 
Trifft eine T-Zelle auf ein passendes Antigen auf einer APC ohne B7-Signal, besteht 
die Möglichkeit, dass das Antigen harmlos ist oder es sich um ein körpereigenes Peptid 
handelt. Die Zelle wird dann zum Schutz vor Autoreaktivität in die Apoptose oder in Anergie 
überführt. Diesen Sicherheitsmechanismus beschreibt die 1970 entwickelte Zwei-Signal-
Hyphothese (Bretscher und Cohn, 1970). Aktivierte T-Helferzellen sind essentiell für die 
B-Zell-Reaktion mit Umwandlung in Plasmazellen und Antikörperproduktion. B-Zellen sind 
selber auch APC und erhalten ihre Antigene u. a. über follikuläre, lymphknotenständige DCs. 
Sie präsentieren dann das Antigen über HLA-Klasse-II den T-Helferzellen, die vorher durch 
DCs primär aktiviert wurden. Wenn T-Helferzellen vor dem B-Zell-Kontakt durch 
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professionelle APC primär aktiviert wurden, wird das nötige kostimulatorische Signal CD40-
Ligand auf den T-Zellen ausgebildet. Andernfalls führen B-Zellen zur Anergisierung der 
T-Zellen. Körpereigene Proteine rufen physiologischerweise wegen fehlender kostimula-
torischer Signale bzw. nicht passender T-Zellen aufgrund vorheriger Aussortierung im 
Thymus keine T-Zell-Antwort hervor. 
Neben APC können auch alle anderen Körperzellen Pathogene präsentieren. Über 
HLA-Klasse-I, die im Gegensatz zu HLA-Klasse-II ubiquitär vorkommen, geben alle mensch-
lichen Zellen eine Art Abbild ihres intrazellulären Proteinspektrums in prozessierter Form auf 
ihrer Oberfläche. Im Falle einer Virus-Infektion gehören auch dessen Proteine dazu, die dann 
als pathogen bzw. als nicht-körpereigen von CD8+ zytotoxischen T-Lymphozyten erkannt 
werden und zur Zerstörung der befallenen Körperzelle führen. CD8+ T-Zellen benötigen zur 
Entwicklung in aktive zytotoxische T-Zellen nach dem Licensing model einzig die Stimulation 
durch „lizenzierte“ DCs, die entweder vorher Pathogenkontakt mit einhergegangener TLR-
Aktivierung, Zytokinstimulation durch hauptsächlich TNF-α (Tumornekrosefaktor-α) oder eine 
direkte CD40-CD40L-Aktivierung durch T-Helferzellen erhielten. Sie benötigen dann zur 
Zielzellabtötutung keine weitere Kostimulation mehr. 
Des Weiteren kann auch von außen aufgenommenes Fremdmaterial über HLA-
Klasse-I präsentiert werden und so ebenfalls durch zytotoxische T-Zellen erkannt werden. Es 
gelangen aufgenommene Viren und Virusproteine aus den Endosomen direkt ins Zyto-
plasma zu Proteasomen, die nach Prozessierung zurück ins endoplasmatische Retikulum für 
die HLA-Klasse-I-Präsentation transportiert werden. Dieses Phänomen nennt sich Kreuz-
präsentation. Dieser Weg ist relevant für die Abwehr von Viren, die DCs nicht selber 
infizieren und daher dort keine viralen Proteine produzieren. Es ist zu erwähnen, dass durch 
die Aktivierung zytotoxischer T-Zellen durch virusinfizierte DCs auch diese selber zugrunde 
gehen. Dabei frei werdende virale Antigene können auf die umliegenden DCs übertragen 
werden und so trotzdem weiterhin über HLA-Klasse-I durch Kreuzpräsentation präsentiert 
werden. Dieser Sachverhalt ist für Herpes simplex (Bosnjak et al., 2005) und Influenza 
beschrieben (Albert et al., 1998) (Blachère et al., 2005). 
 
 
1.1.2  Die besondere Rolle dendritischer Zellen bei der spezifischen 
Immunantwort 
 
DCs gehören zur Gruppe der phagozytierenden Zellen, zu denen auch 
Makrophagen und neutrophile Granulozyten gehören und somit eine Funktion bei der 
angeborenen Immunität innehaben. Die Hauptfunktion dieser Zellen ist aber nicht die 
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Eliminierung des Pathogens, sondern wie in Kapitel 1.1.1 beschrieben die Präsentation 
desselben für T-Lymphozyten, um diese im Falle der Erkennung zu aktivieren. Dieser 
Mechanismus ist der entscheidende Knotenpunkt zwischen dem angeborenen und dem 
adaptiven Immunsystem und macht DCs zu deren Bindeglied. Das ist auch wichtig für 
B-Zellen, die über aktivierte T-Zellen aktiviert werden. T-Lymphozyten sind auf diese 
professionelle Form der primären Aktivierung durch DCs unter Anwesenheit kostimula-
torischer Signale angewiesen, da sie ungebundene Antigene alleine nicht erkennen können 
(siehe Kapitel [Kap.] 1.1 „Zwei-Signal-Hypothese“). Nach einstmaliger Aktivierung sind dann 
später kostimulatorische Signale für eine T-Zell-Aktivierung nicht mehr unbedingt notwendig. 
DCs entstehen im Knochenmark aus myeloischen und lymphatischen Vorläufer-
zellen und wandern über das Blut in die Gewebe aus. Die Pathogene werden zur 
Initialisierung der adaptiven Immunantwort in Lymphknoten und in den verschiedenen 
lymphatischen Organen abgefangen. Über das Blut gelangen Pathogene in die Milz. An 
Schleimhäuten des Nasenrachenraumes und Gastrointestinaltraktes gelangen sie in die 
Tonsillen (Mandeln) und Peyer-Plaques. Von den anderen Körpergeweben aus werden 
Pathogene über die Lymphe in Lymphknoten gespült, falls sie nicht durch spezielle 
stationierte DCs, die Langerhanszellen, abgefangen wurden. Vor Pathogenkontakt und 
Auswanderung in die lymphatischen Gewebe sind DCs in der unreifen Form. 
Neben den myeloiden dendritischen Zellen (mDCs), die bis hierher erklärt wurden, 
gibt es plasmazytoide dendritische Zellen (pDCs). Sie sind für die Abwehr von Virus-
infektionen sehr bedeutsam und zeichnen sich durch das Potenzial aus, große Mengen 
Klasse-1-Interferone (IFN-α und IFN-β) zu produzieren. Im Gegensatz zu mDCs, die bis auf 
TLR9 (DNA-Rezeptor) alle TLR tragen (Hémont et al., 2013), haben sie ein anderes 
Rezeptormuster, dazu gehört die selektive Expression der intrazellulären TLR7 und TLR9, 
die virale Nukleinsäuren erkennen. Auch ist die Phagozytose und Mikropinozytoseaktivität 
dieses Zelltyps geringer ausgeprägt, die Spezialisierung dieser Zellen liegt auf der 
Präsentation von viralen Antigenen und endogenen Autoantigenen (Liu, 2005). Im 
Zusammenhang mit Autoimmunkrankheiten haben sie eine entscheidende Bedeutung. 
Körpereigene Nukleinsäuren können in Form von Immunkomplexen mit Autoantikörpern 
deren TLR7 und TLR9 stimulieren und so zu erhöhter IFN-α-Produktion z. B. bei SLE-
Patienten führen, eine Erkenntnis, die neue therapeutische Ansätze erhoffen lässt (Barrat et 
al., 2005). 
Eine weitere Gruppe sind follikuläre dendritische Zellen (fDCs) in den Follikeln von 
Lymphknoten, die sich durch ihren mesenchymalen und damit nicht myeloiden Ursprung 
abgrenzen (Banchereau und Steinmann, 1998). Sie sind nicht zur Phagozytose fähig und 
exprimieren auch kein HLA-Klasse-II. Hauptaufgabe ist die Präsentation unverarbeiteter 
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Antigene und Immunkomplexe auf ihrer Oberfläche, die sie aus der Umgebung einfangen. 
Die Zellen bilden mit ihren Fortsätzen ein dichtes Netzwerk, wohinein naive und auch aktive 
B-Zellen gelockt werden, um dort ein neues Keimzentrum zu formieren (Murphy et al., 2009). 
 
 
1.1.3  SlanDCs, eine neue Gruppe dendritischer Zellen 
 
In dieser Arbeit wird mit 6-Sulfo-N-Acetyllacotsamin+ (6-Sulfo-LacNAc+, slan) DCs 
gearbeitet, einer Untergruppe von mDCs. Namensgebend ist das M-DC8-Epitop, das als 
6-sulfo-LacNAc identifiziert wurde, eine O-gebundene (O-glykosilierte) Zuckermodifikation 
des P-Selektin-Glykoprotin-Ligand 1 (PSGL-1) auf der Zelloberfläche (Schäkel et al., 2002). 
Der als MDC8 bezeichnete Antikörper färbt 0,6–2 % der Blutleukozyten an (Schäkel et al., 
2006). Bei der einstufigen, immunomagnetischen Isolierung können Reinheiten von 97 % 
erreicht werden (Schäkel et al., 1998). SlanDCs wurden 1998 bei der Suche nach einem 
Antikörper gefunden, der DCs anfärbt und für eine bis dato noch nicht mögliche direkte 
Isolierung verwendet werden kann. Die bis zu diesem Zeitpunkt gebräuchlichen Methoden 
zur Präparation von DCs basierten auf der Kultur von CD34+ Stammzellen (Caux et al., 
1992) oder CD14+ Monozyten, die aus Blut in Gegenwart eines Zytokin-Cocktails isoliert 
wurden (Romani et al., 1994) und erst nach mehreren Tagen funktionelle DCs lieferten. Es 
war bisher für die direkte Aufreinigung schlichtweg kein spezifisches Oberflächenmolekül 
bekannt. 
M-DC8+ DCs tragen Oberflächenmarker mit dem Expressionmuster von mDCs 
(Schäkel et al., 2002) und zeigen die charakteristische Morphologie von DCs (Schäkel et al., 
1998). Frisch isolierte slanDCs weisen eine ausgeprägte Phagozytoseaktivität auf. Nach 
Aktivierung durch z. B. LPS haben sie eine ausgesprochene Kapazität, TNF-α und IL-12 zu 
produzieren und T-Zellen zu aktivieren. Damit sind sie eine äußerst proinflammatorische 
Teilpopulation und gleichzeitig die Hauptpopulation der mDCs (Schäkel et al., 2002). 
SlanDCs unterscheiden sich von DCs, die von CD34+ Vorläuferzellen abstammen und mit 
GM-CSF und TNF-α stimuliert wurden, diese wiesen nur zu 2–5 % den M-DC8-Marker auf 
(Schäkel et al., 1998). Analog zu allen mDCs tragen slanDCs kein TLR9, womit CpG-DNA 
nicht zu den Stimulanzien gehört (Hémont et al., 2013).  
 
 
1. Einleitung Seite 18 
 
 
1.1.4  Überempfindlichkeitsreaktionen des Immunsystems 
 
Durch pathologische Immunreaktionen treten neben Immundefizienzen auch 
Überreaktionen des Immunsystems bzw. Überempfindlichkeitsreaktionen gegen nicht oder 
wenig pathogene Antigene auf. Hierzu zählen auch die Autoimmunreaktionen. Coombs und 
Gell teilten die Überempfindlichkeitsreaktionen 1963 in vier Typen ein. 
Der Typ I ist der Soforttyp und entspricht den klassischen Allergien wie der 
allergischen Rhinitis, dem Asthma bronchiale und der anaphylaktischen Reaktion. Über IgE- 
(Immunglobulin E-) Antikörperreaktionen werden Mastzellen und basophile Lymphozyten 
aktiviert. Der Typ II fasst die Reaktionen gegen zellmembran- oder gewebematrixgebundene 
Antigene, auch gegen Oberflächenrezeptoren, zusammen. Dabei kann durch die Bindung 
von IgM und IgG das Komplementsystem aktiviert werden (z. B. Autoimmunhämolytische 
Anämie, Goodpasture-Syndrom, Bullöses Penphigoid und Pemphigus vulgaris). Es können 
Rezeptoren aktiviert (M. Basedow) oder blockiert werden (Myasthenia gravis), oder es 
kommt zur direkten zellulären Zytotoxizität (Hashimoto-Thyreoiditis, chronisch athrophische 
Gastritis). Bei der Typ III-Reaktion reagieren IgG gegen lösliche Antigene und es bilden sich 
Immunkomplexe, die sich in Geweben wie Lunge, Niere oder Gelenken ablagern und dort 
zur Entzündung führen, wie bei der Poststreptokokken-Glomerulonephritis, der Serum-
Krankheit oder der exogen allergischen Alveolitis (Farmerlunge). Die verzögerte Reaktion 
vom Typ IV wird von T-Zellen ausgelöst. Dabei reagieren T-Helferzellen gegen lösliche 
Antigene oder zytotoxische T-Zellen gegen Körper- oder Transplantatzellen. Beispiele sind 
die Kontaktdermatitis, das chronische Asthma und die akute Transplantatabstoßung. Beim 
systemischen Lupus erythematodes (SLE) kommt es zu Typ II- und III-Reaktion (siehe 
Kap. 1.3) (Murphy et al., 2009). 
 
 
1.2  Systemischer Lupus Erythematodes (SLE) 
 
1.2.1  Allgemeines und Epidemiologie 
 
Der SLE ist der Prototyp einer systemischen Autoimmunerkrankung, die im 
Gegensatz zu den Erkrankungen mit organbezogener Manifestation wie Rheumatoide 
Arthritis oder Diabetes Mellitus Typ 1 steht. „Lupus“ ist lateinisch und bedeutet Wolf. Die 
durch die Krankheit entstehenden Hautläsionen oder deren Narben nach Abheilung sollen an 
Bisse eines Wolfes erinnern. Der Begriff ist sehr alt und wurde früher weiter gefasst: 
Literaturstudien Rudolph Virchows ergaben, dass bis in die Mitte des 19. Jahrhunderts 
1. Einleitung Seite 19 
 
 
jegliche Hautprozesse mit Ulzerationen oder Nekrosen an der unteren Extremität oder im 
Gesicht als Lupus – Wolf – bezeichnet wurden. Erstmals wurde der Begriff „Lupus“ im 10. 
Jahrhundert verwendet, doch als erster Beschreiber des eigentlichen systemischen Lupus 
erythematodes (SLE) gilt Hippokrates. Er gab diesen Hautgeschwürbildungen den Namen 
herpes esthiomenos, was soviel heißt wie nagende Dermatose (Mallavarapu und Grimsley, 
2007). „Erythematodes“ bedeutet Rötung und bezieht sich ebenfalls auf Effloreszenzen. 
In den Leitlinien der Gesellschaft für Kinder- und Jugendrheumatologie und der 
Deutschen Gesellschaft für Kinder- und Jugendmedizin wird die Krankheit definiert als 
„Chronisch-entzündliche, in Schüben verlaufende, auf Autoimmunität beruhende Multi-
systemerkrankung, bei der klassischerweise Antikörper gegen doppelsträngige DNA und 
Immunkomplexe nachweisbar sind, die mit einer Gewebeschädigung einhergehen“ 
(Tenbrock und Horneff, 2013). Das klinische Bild ist extrem verschieden und variabel. Bei 
einigen Patienten stehen spontan remittierender Hautausschlag und Gelenkschmerz im 
Vordergrund, die sich mit leichten Medikamenten gut kontrollieren lassen. Andere haben 
eine schwere, fortschreitende Nierenbeteiligung in Form der Glomerulonephritis, die nur mit 
hohen Steroiddosen und Zytostatika behandelbar ist (Kotzin, 1996). Die hilfreichen 
Diagnosekriterien für den SLE, 1982 vom American College of Rheumatology (ACR) erstellt 
und zuletzt 1997 überarbeitet, sind das Schmetterlingserythem (Wangenausschlag mit 
Aussparung der Nasolabialfalten), diskoider (scheibenförmiger) Hautausschlag, Licht-
empfindlichkeit der Haut, oronasale Ulzerationen, nichterosive Arthritis an mindestens 2 
peripheren Gelenken, Pleuritis oder Pericarditis, Nierenfunktionsstörung mit persistierender 
Proteinurie oder Zellen im Urin, neurologische Funktionsstörung mit Krampfanfällen oder 
Psychosen, hämatologische Störung mit Anämie, Leuko-, Lympho oder Thrombopenie, 
immunologische Störungen mit Anti-DNA-, Anti-Sm- und Anti-Phospholipid-Antikörpern 
sowie antinukleäre Antikörper. Von diesen 11 Kriterien müssen für die Diagnosestellung 
nach der ACR vier gleichzeitig oder nacheinander zutreffen (Tan et al., 1982) (Hochberg, 
1997). 
Die vom Organbefall abhängige Prognose spiegelt eine 5-Jahres-Überlebensrate 
von über 90 % wider, wobei Infektionen aufgrund von Abwehrschwäche und Nierenversagen 
die häufigsten Todesursachen sind (Moll, 2010). Im Verlauf der Erkrankung nimmt auch die 
Mortalität durch Herz-Kreislauferkrankungen mit Herzinfarkt und Schlaganfall zu (Bernatsky 
et al., 2006). Die 10-Jahres-Überlebensrate beträgt etwa 70 % (Pons-Estel et al., 2010). Es 
erkranken vorrangig Frauen im gebärfähigen Alter, im Verhältnis zu Männern erkranken sie 
im Alter von 15–50 Jahren achtmal häufiger, während das Verhältnis bei Kindern und 
postmenopausalen Frauen noch bei 2:1 liegt (Kotzin, 1996). Das Lebenszeitrisiko einer 
kaukasischen Frau beträgt 1:700, bei Hispanoamerikanerinnen und schwarzhäutigen Frauen 
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ist es zwei- bis viermal höher (Kotzin, 1996). Auf der Website der Deutschen Gesellschaft für 
Rheumatologie werden eine Prävalenz von 25–27 und eine jährliche Inzidenz von 6–8 pro 
100.000 Einwohner in Europa angegeben (Manger, 2001). Auch muss der Erkrankung eine 
gewisse genetische Komponente zugrunde liegen. Die Zwillingskonkordanz beträgt über 
35 %, bei Zweieiigkeit noch 2–5 % (Moser et al., 2009). 
Gemeinsamer Nenner aller Patienten mit SLE ist ein hoher IgG-Antikörperspiegel 
gegen nukleäre Strukturen (Kotzin, 1996). Die häufigsten Antigene sind das nukleäre 
Chromatin, U1 small nuclear ribonucleoprotein particle (snRNP) mit dem dazugehörigen Sm 
(Smith-Antigen) sowie den Ro/SS-A und La/SS-B Ribonucleoprotein-Komplexen (RNP) (Tan, 
1989). Anti-Doppelstrang-DNA (dsDNA)-Antikörper sind mit 70–80 % Prävalenz die am 
konstantesten vorkommenden Antikörper (Rahman und Isenberg, 2008). Die Autoantikörper 
sind typischerweise schon einige Jahre vor Krankheitsausbruch nachweisbar, in einer Studie 
war dies für 88 % der Patienten mit im Mittel 3,3 Jahren der Fall (Arbuckle und McClain, 
2003). Außerdem besteht die Tendenz, dass die Level von Anti-DNA-Antikörpern mit der 
Krankheitsaktivität korrelieren (ter Borg et al., 1990). 
 
 
1.2.2  Aspekte zur Pathogenese 
 
Die Pathogenese von SLE ist sehr vielfältig und multifaktoriell. Es gibt zahlreiche 
Forschungsgruppen, die sich mit der Entstehung von Autoreaktivität bei Lupus beschäftigen. 
Interessant und gleichzeitig wegweisend ist die Frage, warum Zellkernbestandteile Ziele der 
Autoreaktivität sind, denn Kernbestandteile werden dem Immunsystem nur bei Zelluntergang 
zugänglich. Unregelmäßigkeiten bei Zelluntergang im Rahmen von Zellstress wie Virus-
infektion oder UV-Strahlung spielen bei der Pathogenese vom SLE nachweislich eine 
entscheidende Rolle und werden allgemein als Clearance-Defekt bezeichnet (Schulze et al., 
2008) (Janko et al., 2008). 
Pathognomonisch für den SLE sind die Ablagerungen von Immunkomplexen aus 
IgG mit Bestandteilen aus toten und absterbenden Zellen. Es kommt zu Autoimmun-
reaktionen vom Typ II und III (Murphy et al., 2009) und es resultieren Krankheitsschübe nach 
Gewebestress- oder untergang mit Autoantikörperbindung und Komplementaktivierung 
(Tsokos und Fleming, 2004). Die Ablagerungen finden sich in den Wänden kleiner 
Blutgefäße der Nierenglomeruli und in deren Basalmembranen, in Gelenken und in anderen 
Organen. Bei Nierenbiopsien wurden IgG-Autoantikörper gefunden, die neben dsDNA auch 
die SLE-typischen Autoantigene Ro, La, C1q und Sm gebunden hatten (Mannik et al., 2003). 
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Für dsDNA ist mehrfach bestätigt worden, dass diese pathogenetisch für Lupusnephritis sind 
(Isenberg et al., 2007). 
Es wurde wiederholt gezeigt, dass Makrophagen bei SLE eine beeinträchtigte 
Phagozytosekapazität von apoptotischem Material haben (Gaipl et al., 2007). In einem 
Mausmodell, in dem die in Keimzentren vorkommenden Makrophagen (tingible body 
macrophage) ausgeschaltet wurden, hatte man eine längerfristige Anreicherung von dortigen 
apoptotischen Zellen registriert, außerdem eine stärkere Keimzentrumsreaktion, mehr 
antikörperproduzierende Zellen und erhöhte Antikörperproduktion (Khan et al., 2013). Schon 
2002 wurde bei Färbungen von Lymphknotenbiopsien bei einigen SLE-Patienten eine 
Akkumulation von apoptotischen Zellen in Keimzentren gesehen, die dortigen Makrophagen 
enthielten entsprechend weniger apoptotisches Material. Dieses wurde stattdessen auf der 
Oberfläche von fDCs gefunden, wo dieses Material in der Lage ist, autoreaktiven B-Zellen 
ein Überlebenssignal zu liefern (Baumann et al., 2002). Außerdem beobachtete man bei 
25 % der SLE-Seren eine schwächere Wirkung apoptotischer Zellen auf die Chemotaxis von 
Makrophagen. Aufgrund der Clearance-Insuffizienz von frühem apoptotischen Material 
kommt es zu sekundären nekrotischen Vorgängen mit konsekutiver Freisetzung von danger-
Signalen und modifizierten Autoantigenen (Gaipl et al., 2007). Nekrotischer Zelluntergang 
hat immer eine proinflammatorische Wirkung mit der Gefahr, dass körpereigenes Material 
dabei die Toleranz verliert (Gaipl et al., 2006).  
Durch verzögerte Apoptosevorgänge und Beseitigung der Zellüberreste entstehen 
Zellen in späten Apoptosestadien, auch „late apoptotic cells“ genannt, die bei Aufnahme 
durch mDCs zu deren unphysiologischer Aktivierung führen können (Chan et al., 2012). 
Gesteigert wird die Aktivierung durch das unphysiologisch bei sekundärer Nekrose 
freiwerdende nukleosomale Protein high mobility group box protein 1 (HMGB-1), das in 
mDCs die Expression der Aktivierungsmarker CD83, CD86 und HLA-Klasse-II bewirkt. In 
vivo induzierte dieses Protein sogar die Produktion von Anti-dsDNA- und Anti-Histon-
Antikörpern (Urbonaviciute et al., 2008). Dieses Protein ist regelmäßig im Plasma bei SLE-
Patienten erhöht (Urbonaviciute et al., 2008). 
Ebenfalls zu den Clearance-Defekten zählt, dass neutrophil extracellular traps 
(NETs, neutrophile extrazelluläre Fallen) oftmals schlechter beseitigt werden. NETs sind 
2004 entdeckte netzwerkbildende Fasern, die von neutrophilen Granulozyten als Element 
der Pathogenabwehr gebildet werden und aus körpereigenen DNAs, Histonen und Proteinen 
von Neutrophilen bestehen (Brinkmann et al., 2004). Dadurch entsteht potenziell die Gefahr 
der versehentlichen Präsentation dieser Selbst-Antigene, zum einen durch das Vorhanden-
sein von DNase-I-Inhibitoren, zum anderen durch Anti-NET-Antikörper, die NETs vor dem 
Abbau durch DNase-I schützen (Hakkim et al., 2010). Besonders bemerkenswert ist die 
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Beobachtung, dass Mäuse mit DNase-I-Defizienz Lupus-Symptome entwickeln („SLE-like 
syndrom“) (Napirei et al., 2000). Einige Patienten haben tatsächlich eine Mutation in der 
DNase-I (Napirei et al., 2000) (Yasutomo et al., 2001). 
Den DCs vom plasmazytoiden Typ (pDCs) wird aufgrund der Fähigkeit, nach deren 
Aktivierung über TLR 7 und 9 sehr große Mengen an Typ 1-Interferonen (IFN-α/β) zu 
produzieren, in der Literatur eine Schlüsselrolle für die SLE-Entstehung zugeschrieben. 
Krankheitsaktivität und Typ I-IFN-Spiegel korrelieren miteinander (Dall’era et al., 2005). Des 
Weiteren sind Fälle beschrieben worden, bei denen eine langfristige IFN-α-Therapie zu 
einem SLE mit den typischen Symptomen und Serummarkern geführt hat (Schilling et al., 
1991) (Ho et al., 2008). 
T-Zellen von SLE-Patienten besitzen eine herabgesetzte Aktivierungsschwelle 
durch veränderte Zusammensetzung des CD3 und veränderte Aggregationsmuster von Lipid 
rafts (Lipidflöße, Cholesterin-reiche Bereiche) in Zellmembranen (Crispín et al., 2008). 
Weiterhin sind eine Reihe veränderter oder defekter Mechanismen der intrazellulären 
Signaltransduktion bei SLE-Patienten beschrieben (Kammer et al., 2002). B-Zellen erhalten 
durch diese T-Zellen übermäßig viel „Hilfe“, zytotoxische Funktionen wiederum werden nicht 
in erforderlichem Maße ausgeführt (Crispín et al., 2008). Zudem werden Adhäsionsmoleküle 
vermehrt exprimiert, was eine verstärkte chemotaktische Migration zur Folge hat (Li et al., 
2007). 
Auch das Komplementsystem ist in der Pathogenese von SLE involviert. Das zeigt 
sich u. a. in der Entwicklung einzelner SLE-Fälle durch seltene genetisch bedingte Kom-
plementmängel (Truedsson et al., 2007). 
B-Zellen sind die Produzenten der Autoantikörper. Sie sind in der Regel in tubulo-
interstitiellen Infiltraten bei Lupusnephritis reichhaltig vorhanden (Chang et al., 2011). Bei 
SLE-Patienten besteht nicht nur eine Korrelation zwischen der Krankheitsaktivität und der 
Gesamtanzahl an CD19+-B-Zellen, sondern auch insbesondere mit der Zahl an aktivierten 
B-Zellen bzw. CD27high-Plasmazellen (Jacobi et al., 2003). Jüngste Erkenntnisse aus 
verschiedenen Studien haben Einblicke im Bereich der B-Zell-Überaktivität gebracht, so dass 
nun stärker unterschieden wird zwischen der Störung zentraler Checkpoints zur Eliminierung 
von autoreaktiven Zellen (Yurasov et al., 2005) und der Entstehung von Autoreaktivität in der 
Peripherie durch nachträgliche Hypermutation und irregulärer Selektion im Rahmen der 
T-Zell-abhängigen B-Zell-Antwort in Lymphfollikeln. Vermehrtes apoptotisches Material, 
gebunden an der Oberfläche von fDCs, führt zur Selektion ursprünglich nicht-autoreaktiver 
B-Zellen, die durch Hypermutation plötzlich doch auf Eigenantigene reagieren (Dörner et al., 
2011). 
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Es besteht ein Zusammenhang zwischen der Infektion mit Epstein-Barr-Virus (EBV) 
und dem SLE. 95 % der Weltbevölkerung sind seropositiv, Menschen unter dem 20. 
Lebensjahr zu 70 %. Bei SLE-Patienten jeden Alters beträgt der Anteil über 99 % (James et 
al., 2001), auch vor dem 20. Lebensjahr (James et al., 1997). Der Virus befällt B-Zellen, bei 
der Erstinfektion bis zu 20 % aller B-Zellen (Draborg et al., 2012). SLE-Patienten weisen 
insbesondere im Krankheitsschub einen höheren Anteil an EBV-infizierten B-Zellen auf 
(Gross et al, 2005) (Kang et al., 2004). Auch ist die Viruslast höher, unabhängig von 
immunsuppressiver Therapie (Draborg et al., 2012). Bei der Virusinfektion werden 
Überlebenssignale für die B-Zelle gebildet und die Virusexpression wird unterdrückt, damit 
infizierte Zellen vor dem Immunsystem verborgen bleiben (Adler et al., 2002). Dadurch 
kommt es zu lebenslanger Viruspersistenz im Körper. Bemerkenswert ist eine Seropositivität 
der SLE-Patienten gegen das EBV-Antigen EBNA-1, da eine Kreuzreaktivität mit dem SLE-
Autoantigen Ro/SSA besteht (Poole et al., 2006). Auch haben Patienten mit infektiöser 
Mononukleose in der Akutphase erhöhte Autoantikörperspiegel, u. a. gegen Histone (Garzelli 
et al., 1992). 
 
 
1.3  Das Autoantigen La/SS-B 
 
Das La-Protein ist ein humanes Kernprotein, das mit ca. 2 × 107 Kopien pro Zelle in 
allen Zellen des Körpers vorhanden ist (Wolin und Cedervall, 2002). Es ist 408 Aminosäuren 
lang und hat eine molekulare Größe von 47 kDa (Chambers et al., 1988). Bei fast allen 
Eukaryonten ist es essentiell und wird schon in der frühen Embryogenese benötigt (Park et 
al., 2006), lediglich die bezüglich La-Protein gut erforschte Hefezelle scheint auch ohne La 
zu überleben. Es hat seine Funktion im RNA-Metabolismus und weist dafür entsprechende 
Bindestellen auf. Seine Bedeutung erkannte man, als bei Patienten mit den Auto-
immunerkrankungen systemischer Lupus erythematodes (SLE) und Sjögren-Syndrom (SJS) 
Autoantikörper gegen dieses Protein gefunden wurden. Daher leitet sich auch der alternative 
Name SS-B ab, der nämlich das zweite gefundene Antigen beim Sjögren-Syndrom neben 
SS-A (= Ro) bezeichnet. La steht für die Anfangsbuchstaben des Patienten, dessen Serum 
erstmals diesen Antikörper enthielt (Wolin und Cedervall, 2002). 25 % der Patienten mit 
systemischem Lupus erythematodes zeigen im enzyme-linked immunosorbent assay 
(Enzymimmunoassay, ELISA) Antikörper gegen La/SS-B, beim subakut kutanen Lupus 
Erythematodes sind es sogar 80 %. Beim Sjögren-Syndrom liegen zu 70 % La/SS-B-
Antikörper (ELISA) meist gemeinsam mit Ro/SS-A-Antikörpern vor (Conrad et al., 2006). 




Das Protein kann in 3 räumliche Regionen aufgeteilt werden, von denen sich auf 
dem N-Terminus das hochkonservierte La-Motiv und ein weniger konserviertes RNA-
Erkennungsmotiv (RNA recognition motif, RRM1) befindet. Auf dem weniger konservierten 
C-Terminus, der große Unterschiede zwischen den Lebewesen aufweist, liegt beim 
humanen La (hLa) ein weiteres, atypisches RRM (das RRM2), zudem ein short basic motif 
(SBM) und die wichtige Phosphorylierungsstelle an der Aminosäure Serin in Position 366 
(Abbildung 1). In der Regel ist La dort nicht-phosphoryliert im Zellplasma vorzufinden und 
bindet dort eine bestimmte Gruppe von mRNAs (Intine et al., 2003). Das C-terminale RRM 
ist für eine RNA-Bindung von La nicht erforderlich, jedoch besteht eine intensive Interaktion 
zwischen diesem RRM mit dem 5'-Triphosphatende von entstehenden tRNAs (Fan et al., 
1998). Innerhalb dieses RRM2 wurde eine lange α-Helix entdeckt, die ein Nukleäres 
Retentionselement (nuclear retention element, NRE) umschließt (Jacks et al., 2003). Auch 
findet man am Ende des C-Terminus die eigentliche, oben erwähnte Kernlokali-
sierungssequenz (NLS) (Wolin und Cedervall, 2002). Westernblots haben gezeigt, dass La 
über einen Bereich im C-Terminus zur Dimerisierung fähig ist, sie ist für die Trans-






Abbildung 1:  Aufbau des humanen La/SS-B-Proteins. 
Das humane La-Protein besteht aus 408 Aminosäuren, und kann in eine C-terminale (LaC) und 
N-terminale (LaN) Hälfte unterteilt werden. Auf dem N-Terminus (AS 1–192) liegen das La-Motiv und 
das RRM1 (RNA recocnition motif). Auf dem C-Terminus (AS 194–408) liegen das atypische RRM2, in 
dessen Bereich sich auch das NRE (nuclear retention element) befindet, und noch weiter C-terminal 
gelegen das SBM (Short basic motif), das phosphorylierbare S366 (Serin in Aminosäureposition 366) 
und das NLS (nuclear localization signal). RNA bindet am RRM1 und potenziell auch am RRM2. 
 
 
Das Protein bindet bei der Entstehung von kleinen RNAs im Zellkern alle neuen 
RNA-Polymerase III-Transkripte und auch einige kleine RNAs von anderen RNA-Poly-
merasen, indem es an das UUUOH-Motiv am 3’-Ende assoziiert. Dadurch werden diese 
RNAs vor Exonukleasen beschützt (Gottlieb und Steitz, 1989). Weiterhin hat das Protein 
seine Funktion in der pre-tRNA-Formierung und bei der Zusammensetzung kleiner RNAs zu 
RNA-Protein-Komplexen (Ribonukleoproteinkomplexen), wobei es damit als Chaperon wirkt. 




La 1 408 
NRE 
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Außerdem bewirkt es die Retention bestimmter kleiner RNAs im Zellkern (Boelens et al., 
1995). Nach Abschluss der RNA-Maturierungsvorgänge wird La durch die Abspaltung des 3’-
Endes der RNA wieder von der RNA gelöst (Wolin und Cedervall, 2002). In einer 
Untersuchung mit fluoreszenzmarkierten humanen La-Fusionsproteinen wies La eine 
Bewegung zwischen den verschiedenen subnukleären Kompartimenten auf, was die 
Maturierung von pre-RNA an verschiedenen Orten widerspiegelt (Horke et al., 2004). In den 
Kernkörperchen detektiertes La war im Gegensatz zu den meisten La-Molekülen am short 
basic motif (SBM) nahe des Phosphoserin-366 nicht phosphoryliert. Dort wurde außerdem 
eine Interaktion mit Nucleolin beobachtet. Man vermutet daher eine Bedeutung für die 
Biogenese von Ribosomen (Intine et al., 2004). Ein weiterer interessanter Aspekt ist die 
Rolle bei der Leukämieentstehung mit BCR/ABL-Translokation bei der eine erhöhte 
Expression von Mdm2 über eine Induzierung der La-Expression durch die Bindung der 
Mdm2-mRNA erfolgt (Trotta et al., 2003). 
Darüber hinaus werden aber auch diverse virale RNAs gebunden. HIV- und 
Poliovirus-RNA braucht für die wirksame Bindung das N-Terminale La-Motiv und RRM 
(RRM1). HCV-RNA hingegen wird nur über den C-Terminus und UUUOH-unabhängig 
gebunden. Bemerkenswerterweise, da mit der Entwicklung von SLE assoziiert, binden auch 
EBER 1 und 2 vom Epstein-Barr-Virus (EBV) an La (Lerner et al., 1981). Bei Infektionen mit 
dem o. g. Poliovirus und bei Apoptosevorgängen ist La auch im Zytoplasma anzutreffen. In 
beiden Fällen wurde das Kernlokalisierungssignal (nuclear localization signal, NLS) durch 
Proteasen abgespalten (Shiroki et al., 1999) (Rutjes et al., 1999) (Ayukawa et al., 2000). 
Schon 1989 wurde eine Umverteilung ins Zytoplasma nach Infektion von CV-1-Zellen mit 
Herpes-simplex-Virus 1 (HSV 1) beobachtet, die im Verlauf wieder zurückging (Bachmann et 
al., 1989a), Adenovirus 2 führte sogar zur Nachweisbarkeit auf der Zellmembran (Baboonian 
et al., 1989), was in einer späteren Arbeit dann auch für HSV 1 gezeigt wurde (Bachmann et 
al., 1992). La außerhalb des Zellkerns und besonders auf der Zelloberfläche birgt die Gefahr 
einer autoimmunen Reaktion wegen der Zugänglichkeit durch Antikörper. Abgesehen von 
dieser Sondersituationen gibt es auch ein physiologisches Shuttling (Pendeln), also ein Hin- 
und Herpendeln zwischen Zellkern und -plasma (Bachmann et al., 1989b). 
La kann mithilfe einer internal ribosom entry site (IRES) (Komar et al., 2012) Cap-
unabhängig translatiert werden (Carter und Sarnow, 2000). Das hat seine Bedeutung z. B. 
bei Zellstress, bei dem die übliche Cap-abhängige Translation von RNA nicht mehr möglich 
ist. IRES besitzen vorrangig mRNAs, deren Produkte eine wichtige Rolle in Zellwachstum, 
Proliferation, Differenzierung und Apoptose-Regulation aufweisen, womit dem IRES-Weg 
eine hohe Bedeutung in der Regulierung von Zelltod und Überleben zukommt (Holcik und 
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Sonenberg, 2005). La wiederum wird für die Translation des Hepatitis-C-Virus (HCV) via 
IRES benötigt (Ali et al., 2000). 
Neben RNA ist auch eine Bindung von ssDNA und dsDNA bekannt, Calmodulin 
kann diese Bindung verstärken (Bai et al., 1994) (Faura et al., 1996). Ein weiterer Hinweis für 
eine mögliche DNA-Bindung ist eine winged helix-Faltung im N-terminalen La-Motiv. Diese 
Formation ist vor allem bei DNA-bindenden Proteindomänen zu finden, die wichtig für 
Embryogenese, Entwicklung und Alterung sind (Gajiwala und Burley, 2000) (Dong et al., 
2004). 
Bei Serum-Untersuchungen von SLE- und Sjögren-Syndrom-Patienten wurde eine 
Kreuzreaktivität zwischen Anti-La/SSB-Antikörpern einer bestimmten Region (gegen Peptid 
349-364) und Anti-Histon H1- bzw. insbesondere Anti-dsDNA-Antikörpern festgestellt. Sie 
könnte für eine Anti-dsDNA-Aktivität einer Subgruppe von SLE-Patienten verantwortlich sein 
könnten oder möglicherweise zu falsch positiven Anti-dsDNA-Messungen im ELISA führen 
(Touloupi et al., 2005). 
Für die Experimente dieser Arbeit wurde das komplette humane La-Protein mit 408 
Aminosäuren plus angehängte sechs Histidine für das Aufreinigungsverfahren pro-
karyontisch rekombinant hergestellt. Zudem stand ein in unserem Institut hergestellter 
Bakterienstamm mit dem transfizierten Vektor für den verkürtzen N-Terminus zur Verfügung, 
der die Aminosäuren 1–192 und ebenfalls sechs angehängte Histidine kodierte. 
 
 
1.4  Die Rolle von Nukleinsäuren bei autoimmunen Prozessen 
 
Nukleinsäuren, also DNA und RNA, kommen überall in der Umwelt vor, da sie 
Grundlage aller Lebewesen sind. DNA liegt bei Eukaryonten wie uns Menschen im Prinzip 
nur im Zellkern und stellt unser Erbgut dar. Nur ein kleiner Teil des Erbguts befindet sich in 
den Mitochondrien. Zur Verwirklichung der Gene auf der DNA werden diese zunächst 
abgeschrieben (Transkription), wodurch mRNA entsteht, mit deren Hilfe anschließend die 
Proteine durch Ribosomen hergestellt werden (Translation). Daneben gibt es noch weitere 
RNAs mit anderen Funktionen wie dem Transport von Aminosäuren auf tRNAs zu den 
Ribosomen (Murphy et al., 2009). Nur in Ausnahmefällen wie Zelltod, Virusinfektion oder 
anderem Zellstress kommt menschliches Erbgut in größerer, immunologisch relevanter 
Menge außerhalb der Zelle vor (Su und Pisetsky, 2009). Von entscheidender Bedeutung ist, 
dass sich körperfremde DNA von menschlicher unterscheidet und durch das Immunsystem 
auch unterschieden werden kann. Fremdmaterial von Bakterien und Viren soll abgewehrt 
werden, körpereigenes Material hingegen möglichst ohne Immunreaktion beseitigt werden. 
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Den wichtigsten Beitrag leisten die Toll-like Rezeptoren, von denen es 
verschiedene gibt. Einige sind für die Erkennung fremder Nukleinsäuren zuständig: TLR 3 für 
dsRNA, TLR 7 und 8 für ssRNA und TLR 9 für CpG-DNA, also DNA mit unmethylierten CpG-
Motiven wie bei bakterieller DNA (Kawai und Akira, 2006). Virusinfektionen werden von 
pDCs und deren TLR 7 und 9 detektiert. Diese befinden sich in frühen Endosomen (early 
endosomes), einem Kompartiment, in das Eigen-DNA normalerweise nicht (spontan) gelangt 
(Gilliet et al., 2008). 
Die Unterscheidung von Eigen- und Fremd-DNA findet auf verschiedenen Ebenen 
statt (Gilliet et al., 2008). Erstens führt die subzelluläre Lokalisation von TLR 9 in frühen 
Endosomen (early endosomes) zum Schutz vor eigener DNA, die normalerweise nicht in 
dieses Kompartiment gelangt bzw. dort nicht die relevante Grenzkonzentration erreicht 
(Barton et al., 2006). Zweitens beinhalten virale und bakterielle DNA viele unmethylierte 
CpG-Motive, die an TLR 9 binden und diesen aktivieren. Auf Säuger-DNA sind CpG-Motive 
durch Methylierungen maskiert und aktivieren daher TLR 9 nicht. Methylierte CpG-Gruppen 
unterdrücken sogar den stimulierenden Effekt von nicht-methylierten CpG-Gruppen (Chen et 
al., 2001). Nicht-methylierte, „aktive“ CpG-Motive kommen auf Säuger-DNA seltener vor 
(Stacey et al., 2003), in Kombination mit ebenfalls hemmenden G-(Guanin-)reichen 
Sequenzen (Stunz et al., 2002) macht das die eigene, menschliche DNA nicht immunogen. 
Spannenderweise hat man schon 1990 herausgefunden, dass DNA-Methylierung in Zellen 
von SLE- und Rheumatoide Arthritis-Patienten vermindert ist (Richardson et al., 1990). Ein 
dritter Mechanismus zum Schutz des Immunsystems vor Eigener DNA ist eine hohe DNase-
Konzentration in extrazellulärer Umgebung, die freiwerdende DNA von sterbenden Zellen 
schnell zersetzt, nicht jedoch die von Viren oder Mikroorganismen (Gilliet et al., 2008). Im 
Kapitel 1.2.2 wurde bereits auf einen möglichen Zusammenhang zwischen DNase-Mangel 
und Autoimmunprozessen hingewiesen. 
Vor zwei Jahrzehnten ist jedoch das antimikrobielle Protein LL-37 aus der Gruppe 
der Cathelicidine gefunden worden, das die Mechanismen zum Schutz des Immunsystems 
vor eigenen Nukleinsäuren überwinden kann (Gudmundsson et al., 1996). Es handelt sich 
dabei um ein 37 Aminosäuren langes Peptid, das durch Abspaltung vom Cathelicidin 
antimicrobial peptide entsteht, hauptsächlich in Immunzellen produziert wird und Teil der 
angeborenen Immunantwort ist (UniProt, 1996). Durch Einbau in die Zellwand von Bakterien 
oder in die Membran von Pathogenen führt es zu einem Leck von Ionen. DNA formiert sich 
durch LL-37 zu einem dichten Komplex, der auf Interaktionen zwischen den Phosphat-
gruppen der DNA und den kationischen Aminosäuren des Peptids beruhen. Dadurch wird 
Eigen-DNA in einen potenten Trigger für das Immunsystem konvertiert, der in frühe 
Endosomen von pDCs (plasmazytoiden dendritischen Zellen) gelangt. Dort aktiviert es TLR9, 
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was IFN-α-Produktion zur Folge hat. In Psoriasis wurde nachgewiesen, dass LL-37 
hauptverantwortlich für die hohe IFN-Produktion ist (Lande et al., 2007). Für mDCs (myeloide 
dendritische Zellen) und insbesondere auch für slanDCs, die kein TLR9 haben und daher 
nicht auf DNA reagieren können, wurde nachgewiesen, dass auch Eigen-RNA-LL-37-
Komplexe zu einer starken TNF-α-Antwort und einer Aktivierung von TH17/TH1-Zellen 
führen. Auch dieses Phänomen wurde in psoriatischer Haut, wo slanDCs vermehrt 
vorkommen, beobachtet (Ganguly et al., 2009) (Hänsel et al., 2011). Hohe Cathelicidin-
Konzentrationen werden als erste Abwehr gegen Bakterien und andere Pathogene 
registriert. Sie wirken als Alarmine, die als endogene Moleküle durch Leukozyten und 
Epithelzellen aufgrund eines unkontrollierten Zelltodes passiv oder durch Sekretion aktiv 
freigesetzt werden. Bemerkenswert ist noch, dass LL-37 bei hohen Konzentrationen LPS 
binden kann, um so bei hoher Bakterienlast einem septischen Schock entgegenzuwirken. 




1.5  Zielstellung 
 
Ein vorgehender Versuch mit prokaryontisch exprimiertem humanem La-Protein an 
slanDCs offenbarte ein gewisses immunstimulatorisches Potenzial, das in dieser Arbeit nun 
weiter untersucht werden sollte. Die Frage ist, ob dieses körpereigene Protein das 
menschliche Immunsystem stimulieren kann. Bekanntlicherweise führen Virusinfektionen 
und UV-Strahlung, die zu Zelluntergang und damit auch La-Freisetzung führen, zu 
Krankheitsschüben bei SLE-Patienten. Gezeigt wurde bereits auch, dass La-Autoantikörper-
Immunkomplexe, die an der Zelloberfläche verschiedener Zellen gebunden sind, zu 
zellvermitteltem Untergang durch NK-Zellen führen (Franke, 2009). Falls sogar freies, 
ungebundenes La bereits immunstimulierend wirken kann, hätte dieses Protein ein 
gigantisches Potenzial Autoimmunität zu verursachen. Die Aktivierung von DCs als 
Schlüsselzelle des Immunsystems würde die Initiierung der gesamten Entzündungskaskade 
bedeuten. 
La und dessen verkürzte Variante LaN, das der N-terminalen Proteinhälfte 
entspricht, wurden zu diesem Zweck in ausreichenden Mengen mithilfe von E. coli 
rekombinant hergestellt. Diese beiden Proteine enthalten die RNA-Bindedomäne, weshalb 
sich auf diese konzentriert wurde. Es wurden separate Chargen der Proteine hergestellt, bei 
denen das herkömmliche Aufreinigungsverfahren um einen RNase- und DNase-Verdau 
erweitert wurde, um möglicherweise an La gebundene bakterielle, immunstimulierende 
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Nukleinsäuren zu entfernen. Für die Aktivierungsversuche wurden unreife slanDCs, die 
Hauptpopulation von im Blut vorkommenden mDCs, verwendet. Mittels eines in unserem 
Labor etablierten Antikörpers konnten diese potenten DCs aus gesundem Spenderblut 
separiert werden. Sie wurden mit den La- und LaN-Varianten inkubiert und anschließend die 
TNF-α-Konzentrationen im Überstand gemessen. TNF-α wurde als Maß für die Aktivierung 
der DCs benutzt. Zur Überprüfung, ob bakterielle RNA überhaupt als Stimulans infrage 










2.1  Chemikalien und Reagenzien 
 
Produkt Hersteller 
10 × Maleinsäurepuffer (aus Digoxigenin- [DIG-] 
Wasch- und Blockierungspufferset) 
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
2-Promanol (Isopropanol) Merck KGaA, Darmstadt 
3, 3’, 5, 5’‐Tetramethylbenzidin- (TMB-) Tabletten Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat (BCIP) Gerbu Biochemicals, Gaiberg 
Aktivierte CH-SepharoseTM 4B GE Healthcare, Freiburg 
BactoTM Hefeextrakt BD Biosciences, Heidelberg 
BactoTM Trypton BD Biosciences, Heidelberg 
Biocoll-Trennlösung (Ficoll) Biochrom GmbH, Berlin 
Blockierungsreagenz Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
Bovines Serumalbumin (BSA), Fraktion 5 Biobol GmbH, Hamburg 
Bromphenolblau Merck KGaA, Darmstadt 
Chloroform Carl Roth GmbH + CO. KG, Karlsruhe 
Citronensäure Merck KGaA, Darmstadt 
Coomassie Brillant Blau G 250 Fluka, Sigma-Aldrich Corporation, St. Gallen 
(CH) 
Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Merck KGaA, Darmstadt 
DMEM + GlumaMAXTM-I + 4,5 g/l Glucose + Pyruvat 
(DMEMpur) 
InvitrogenTM, Life Technologies GmbH, 
Darmstadt 
Ethanol, absolut Merck KGaA, Darmstadt 
Fetales Kälberserum (fetal calf serum, FCS) Biochrom GmbH, Berlin 
Glycin Carl Roth GmbH + CO. KG, Karlsruhe 
Humanserum (HS) C.C.pro GmbH, Oberdorla 
Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid (IPTG) Gerbu Biochemicals, Gaiberg 
Kanamycin-Sulfat Gerbu Biochemicals, Gaiberg 
L-Alanyl-L-Glutamin, 200 mM Biochrom GmbH, Berlin 
Lipopolysaccharide (LPS) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Magermilchpulver AppliChem GmbH, Darmstadt 
Magnesiumchlorid (MgCl2) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Natriumcarbonat (Na2CO3) Riedel-de Haën, Sigma-Aldrich Corporation, 
Seelze 
Natriumchlorid (NaCl) Merck KGaA, Darmstadt 
Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth GmbH + CO. KG, Karlsruhe 
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Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) Merck KGaA, Darmstadt 
Natriumpyruvat, 100 mM Biochrom GmbH, Berlin 
Nicht essentielle Aminosäuren 100 × (v/v) Biochrom GmbH, Berlin 
Nickel-Nitrilotriessigsäure- (Ni-NTA-) Agarose Qiagen GmbH, Hilden 
Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT) Gerbu Biochemicals GmbH, Gaiberg 
N-(2-Hydroxyethyl)piperazin- N’-(2-ethansulfonsäure) 
(HEPES) 
Biochrom GmbH, Berlin 
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Carl Roth GmbH + CO. KG, Karlsruhe 
N, N-Dimethylformamid (DMF) Carl Roth GmbH + CO. KG, Karlsruhe 
Penicillin/Streptomycin, 10000 µg/ml, 100 × Biochrom GmbH, Berlin 
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Carl Roth GmbH + CO. KG, Karlsruhe 
Phosphat-gepufferte Saline (PBS, Trockensubstanz) Biochrom GmbH, Berlin 
Quant-iT™ RiboGreen® RNA Quantification Kit Molecular Probes Europe, Leiden (NL) 
Roti®-Blot A Carl Roth GmbH + CO. KG, Karlsruhe 
Roti®-Blot K Carl Roth GmbH + CO. KG, Karlsruhe 
Rotiphorese® Gel A Carl Roth GmbH + CO. KG, Karlsruhe 
Rotiphorese® Gel B Carl Roth GmbH + CO. KG, Karlsruhe 
Salzsäure, 37 % rauchend (HCl) Merck KGaA, Darmstadt 
RPMI 1640 + 2 g/l NaHCO3 (RPMIpur) Biochrom GmbH, Berlin 
Schwefelsäure, 95–97 % (H2SO4) Riedel-de Haën, Sigma-Aldrich Corporation, 
Seelze 
Streptavidin-Horseradish peroxidase (SAv-HRP) BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg 
Titriplex® III (Ethylendiamintetraessigsäure 
Dinatriumsalz, EDTA) 
Merck KGaA, Darmstadt 
TriPureTM Isolation Reagent Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
Tris-(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) Carl Roth GmbH + CO. KG, Karlsruhe 
Trypsin 0,5 % (10 ×) mit Na4EDTA, flüssig, ohne 
Phenolrot 
InvitrogenTM, Life Technologies GmbH, 
Darmstadt 
Tween® 20 Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg 
Wasser für Injektionszwecke Serumwerk Bernburg AG, Bernburg 
Wasserstoffperoxidlösung (H2O2), 30 % Klinikapotheke des Universitätsklinikums 
Dresden 
 
2.2  Puffer und Lösungen 
 
Substanz Zusammensetzung 
10 % APS (w/v) APS in ddH2O 
2 × SDS-Probenpuffer 0,187 M Tris/HCL (pH 6,8), 6 % (w/v) SDS, 30 % (v/v) 
Glycerin, 10 mM DDT, 80 µg/ml Bromphenolblau 
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Alkalische Phosphatase- (AP-) Puffer 100 mM Tris/HCl (pH 9,5), 50 mM MgCl2, 100 mM NaCl 
Anodenpuffer 10 % (v/v) Roti®-Blot A, 20 % (v/v) Methanol in ddH2O 
BCIP-Lösung 50 mg/ml in 100 % DMF 
Blockierungspuffer 5 % (v/v) Blockierungsstammlösung in TBS-T 
Blockierungsstammlösung 10 % (w/v) Blockierungsreagenz in 1 × Maleinsäurepuffer 
durch Autoklavieren lösen 
Citrat-Phosphat- (CP-) Puffer 24,3 ml 0,1 M Citronensäure, 25,7 ml 0,2 M Na2HPO4, 




60–80 mg Coomassie Brillant Blau G 250 in ddH2O 
(0,006 % [w/v]), 35 mM HCl 
10 % (v/v) Eisessig, 20 % (v/v) Methanol in ddH2O 
Coomassie-Färbelösung 2,5 g/l Coomassie Brillant Blau G 250 in Entfärbelösung 
Enzyme-linked immunosorbent assay -
(ELISA-) Beschichtungspuffer (Coating 
buffer) 
0,1 M NaHCO3, 0,1 M Na2CO3 (pH 9,5) 
ELISA-Blockierungslösung 1 (Assay 
diluent) 
10 % (w/v) FCS in PBS 
ELISA-Blockierungslösung 2 100 mM NaHCO3, 1 % (w/v) Magermilchpulver 
ELISA-Stopplösung (Stop solution) 0,5 M H2SO4 
ELISA-Substratlösung (Substrate 
solution) 
1 TMB-Tablette in 10 ml CP-Puffer lösen, 3 µl 30 % H2O2 
hinzufügen 
ELISA-Waschpuffer (Wash buffer) 0,05 % (v/v) Tween® 20 in PBS 
Elutionspuffer (Ni-NTA) 350 mM Imidazol, 150 mM NaCl in PBS 
Elutionspuffer I (Antikörperreinigung) 0,1 M Glycin/HCl (pH 3,0) 
Elutionspuffer II (Antikörperreinigung) 0,1 M NaHCO3, 1,7 M NaCl (pH 9,0) 
IPTG 1 M in ddH2O; Endkonzentration 1 mM 
Kanamycin 50 mg/ml in ddH2O; Endkonzentration 50 µg/ml 
Kathodenpuffer 10 % (v/v) Roti®-Blot K, 20 % (v/v) Methanol in ddH2O 
LPS-Lösung LPS-Stocklösung, verdünnt in PBS auf 10 µg/ml 
Lysepuffer 10 mM Imidazol, 150 mM NaCl, 1 mM PMSF, 100 µg/ml 
Lysozym in PBS 
Lysozym-Lösung 10 mg/ml in 10 mM Tris/HCl (pH 8,0) 
NBT/BCIP-Substratlösung 17,5 µl NBT-Lösung, 33 µl BCIP-Lösung in 5 ml AP-Puffer 
NBT-Lösung 77 mg/ml in 70 % DMF 
PBS 9,55 g PBS-Trockensubstanz in 1 l ddH2O gelöst und 
autoklaviert 
PBS-Trypsin (Kultur der Raji-Zellen) 10 % (v/v) Trypsin (10 ×) in PBS, steril 
RNase A/T-Lösung 
 
2 mg/ml RNase A und 8.000 U/ml RNase T1 in 10 mM 
Tris/HCl, 15 mM NaCl (pH 7,5), kontaminierende DNasen 
15 min bei 100 °C hitzeinaktiviert 





8 % (w/v) Saccharose, 5 % (v/v) Triton X-100®,50 mM 
EDTA, 50 mM Tris/HCl (pH 8,0) 
Sammelgelpuffer 0,5 M Tris/HCl (pH 6,8), 0,5 % (w/v) SDS 
SDS PAGE-Laufpuffer 192 mM Glycin, 25 mM Tris, 0,1 % (w/v) SDS 
TBS-T 10 mM Tris/HCl (ph 7,5), 150 mM NaCl, 0,05 % Tween® 20 
Trenngelpuffer 1,5 M Tris/HCl (pH 8,8), 0,5 % (w/v) SDS 
Waschpuffer 20 mM Imidazol, 150 mM NaCl in PBS 
  
 
2.3  Medien 
 
Medium Zusammensetzung 
RPMI HS RPMIpur, 10 % (v/v) HS, 20 mM HEPES, 1 % 
(v/v) nicht essentielle Aminosäuren 100 ×, 
100 µg/ml Penicillin/Streptomycin, 2 mM 
L-Alanyl-L-Glutamin, 1 mM Natriumpyruvat 
Luria Bertani (LB)-Medium 5 g/l NaCl, 5 g/l BactoTM Hefeextrakt, 10 g/l 
BactoTM Trypton 
DMEM DMEMpur, 10 % (v/v) FCS, 20 mM HEPES, 




2.4  Bakterienstamm 
 
Stamm Genotyp Bezugsquelle 








Die Klone wurden vom Institut für Immunologie der TU Dresden unter Prof. Dr. 
Michael Bachmann angefertigt. Der Ursprungsvektor pET-28a–c des bakteriellen 
Expressionsvektorsystems ist von Novagen (Darmstadt). 
 
Plasmid im Klon Protein 
Naiv - 
pET-3d-La8A La (La1–408) 
pET-28a-La9A LaN (La1–192) 
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2.5  Zelllinien 
 
Zelllinie Ursprung Bezugsquelle 
Raji Humane, lymphoblastische B-Zelllinie eines schwarzen, 
11-jährigen Burkitt-Lymphom-Patienten, EBV-positiv 
(Pulvertaft, 1964) 
Bestand des Institutes für 
Immunologie,TU Dresden  
U937 Humane, lymphozytische B-Zelllinie mit Monozyten-
charakter eines 37-jährigen Mannes mit diffusem histio-
zytären Lymphom, EBV-negativ (Sundström und Nilsson, 
1976) 
Bestand des Institutes für 
Immunologie, TU Dresden 
   
 
 
2.6  DNAs und RNAs 
 
DNA Herkunft 
Plasmid* für UV-Spektrum (Kap. 4.2.2) Prof. M. Bachmann, Institut für Immunologie, TU Dresden 
Plasmid* für RiboGreen®-Versuch mit 
DNase-Verdau (Kap. 4.2.3) 
Prof. M. Bachmann 
Oligo-DNA Forward-Primer, Prof. M. Bachmann 
doppelsträngige Oligo-DNA Forward- und Reverse-Primer, durch 15 min Erhitzen auf 
65 °C hybridisiert, von Prof. M. Bachmann 
PolyIC-RNA, 100 µg/ml Stocklösung Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
 
*Die Plasmid-DNAs entstammen Midi-Präparationen des Institutes. 
 
 
2.7  Enzyme 
 
Enzym Bezugsquelle 
DNase I MBI Fermentas Feinbiochemikalien GmbH, St. Leon-Rot 
Lysozym Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
RNase A Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
RNase T1 Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
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Primärantikörper   
M-DC8, Klon 1A4, Isotyp: IgM, Maus MACS und FACS: 10 µg/ml Institut für Immunologie, TU 
Dresden 
Penta-His (anti-His), Maus WB: 1:1000 Qiagen GmbH, Hilden 




Institut für Immunologie, TU 
Dresden 
   
Sekundärantikörper   
Anti-Maus-IgM-FITC, Ziege FACS: 1:2000 BD Biosciences, Heidelberg 
MACS-anti-Maus-IgM „microbeads“, 
Ratte 




WB: 1:1000 BioSourceTM / InvitrogenTM, 
Life Technologies GmbH, 
Darmstadt 
   
Direkt markierter Antikörper   
Anti-(human)-CD83-PE, Maus FACS: unverdünnt BD Biosciences, Heidelberg 
Anti-(human)-HLA-DR-PE, Maus FACS: unverdünnt BD Biosciences, Heidelberg 
Anti-(human)-HLA-DR-FITC, Maus FACS: unverdünnt BD Biosciences, Heidelberg 
   
Antikörper aus Kitsystem   
TNFalpha - Capture Antibody Capture Antibody aus Kit 1:250 (v/v) in ELISA-
Beschichtungspuffer (Coating Buffer) 
TNFalpha - Working Detector Detection Antibody aus Kit 1:250 (v/v), SAv-HRP 1:250       




2.9  Molekulargewichtsmarker 
 
Produkt Hersteller 
PageRulerTM Prestained Protein Ladder MBI Fermentas Feinbiochemikalien GmbH, St. Leon-Rot 
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2.10  Kitsystem 
 
Produkt Hersteller 
OptEIA-Set-Human TNF-α BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg 
 
 
2.11  Verbrauchsmaterialien 
 
Produkt Hersteller 
96-well-Rundbodenplatten Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
96-well-Spitzbodenplatten Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
Deckgläschen ø 10 mm und Objektträger Karl Hecht GmbH & Co. KG, Sondheim 
UV-Küvetten aus Plastik Brand, Wertheim 
ELISA-Platten Nunc MaxiSorp™ eBioscience, Frankfurt 
FACS-Rundboden-Röhrchen, 5 ml Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
Gewebekulturflasche 75 cm2 Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
Glaswolle Supelco, Sigma-Aldrich Corporation, 
Bellefonte (Pennsylvania, USA) 
Greinerröhrchen 15 ml und 50 ml Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
Nitrocellulosemembran HybondTM-C extra GE Healthcare, Freiburg 
Pipettenspitzen Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
Pipettenspitzen, gestopft Biozym, Hessisch Oldendorf 
Plastikspritzen 2 ml und 5 ml B. Braun Melsungen AG, Melsungen 
Reaktionsgefäße 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml Eppendorf AG, Hamburg 
Spectra/Por® Dialysemembran (8000 Da) Carl Roth GmbH + CO. KG, Karlsruhe 
Sterilpipetten Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 





2.12  Geräte und Software 
 
Produkt Hersteller 
Auflichtmikroskop Olympus CK30 Olympus Deutschland GmbH, Hamburg 
Auflichtmikroskop Olympus CK40 Olympus Deutschland GmbH, Hamburg 
Autoklav Vakulab HP 669-2H MMM Medical Equipment Uk Ltd., Yeadon 
(UK) 
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Bakterienschüttler Infors HAT Infors, Bottmingen (CH) 
AutoMACS Separator Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach 
BioPhotometer mit Thermodrucker DPU 414 Eppendorf AG, Hamburg 
Blotting Gerät Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell Bio-rad Laboratories GmbH, München 
Branson Sonifier 250 G. Heinemann, Schwäbisch Gmünd 
Brutschrank HERA cell 240 Heraeus Holding GmbH, Hanau 
CellQuest Pro – Software BD Biosciences, Heidelberg 
ELISA Mikrotiterplatten-Spectrophotometer MileniaTM 
Kinetic Analyser 
DPC Biermann GmbH, Bad Nauheim 
ELISA Software SOFTmax, Version 2.01d Molecular Devices GmbH, Biberach an der 
Riss 
Eppendorf Reference® Pipettensatz Eppendorf AG, Hamburg 
FACSCalibur TM BD Biosciences, Heidelberg 
Feinwaage Sartorius BP 2100 S Sartorius AG, Göttingen 
Flockeneisbereiter AF 100 Scotsman®, Mailand (IT) 
Gelkammer Mini-Protean III Cell Bio-rad Laboratories GmbH, München 
GraphPad Prism Version 5.01 Graphpad Software, Inc., La Jolla (USA) 
Heizblock Thermomixer 5436 Eppendorf AG, Hamburg 
Heizblock Thermomixer comfort Eppendorf AG, Hamburg 
Kälte-Wärmethermostat Polystat CC1 Peter Huber Kältemaschinenbau GmbH, 
Offenburg 
Magnetrührer IKA® RH basic IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen 
Magnetrührer VS-C7 VWR International GmbH, Darmstadt 
Neubauerzählkammer LO-Laboroptik GmbH, Friedrichsdorf 
Office 2003, Word, Excel, Powerpoint Microsoft, München 
Optischer Emissionsfilter EM 520/10 Bio-rad Laboratories GmbH, München 
Optischer Exzitationsfilter EX 480/20 Bio-rad Laboratories GmbH, München 
pH-Meter 763 Multi-Calimatic Knick Elektronische Messgeräte GmbH & 
Co. KG, Berlin 
Pipettierhilfe Matrix Cell Mate II Thermo Fisher Scientific, Wiesbaden 
Reagenzglasschüttler MS2 mini shaker IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen 
Reagenzglasschüttler Reax 2000 Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, 
Schwabach 
Reagenzglasschüttler VF 2 IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen 
Spannungsgerät PowerPacTM universal Bio-rad Laboratories GmbH, München 
Spektralphotometer Specord® 200 Analytik Jena AG, Jena 
Sterilwerkbank clanLAF®-o-matic VFRS 1260 Claus Damm, Humlebæk (DK) 
Tischkühlzentrifuge Sigma 3K30 Sigma Laborzentrifugen, Osterode 
Vakuumanlage Vacuubrand Vacuubrand, Wertheim 
VersaFluor™ Fluorometer Bio-rad Laboratories GmbH, München 
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Vertikale Gelelektrophoreseapparatur Mini-PROTEAN® 
3 Cell 
Bio-rad Laboratories GmbH, München 
Waage Explorer®Pro Ohaus GmbH, Giessen 
Wasserbad Assistent WTE var 3185 Karl Hecht GmbH & Co. KG, Sondheim 
WinASPECT® - Software Analytik Jena AG, Jena 
WinMDI 2.9 – Software J. Trotter, La Jolla (USA) 
Wippschüttler GFL 3017 GFL Gesellschaft für Labortechnik mbH, 
Burgwedel 
Zentrifuge Eppendorf 5415 C Eppendorf Zentrifugen GmbH, Leipzig 
Zentrifuge Heraeus Biofuge primo R Heraeus Holding GmbH, Hanau 
Zentrifuge Mikro 22R Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen 
Zentrifuge MiniSpin® Eppendorf AG, Hamburg 
Zentrifuge Rotanta 460R Hettich Zentrifugen, Tuttlingen 
Zentrifuge Rotanta/RP Hettich Zentrifugen, Tuttlingen 
Zentrifuge Rotixa 120 RS mit Einsätzen und 
Zentrifugenbechern 
Hettich Zentrifugen, Tuttlingen 









3.1  Molekularbiologische Methoden 
 
3.1.1  Arbeiten mit Bakterien 
 
Bakterien waren in dieser Arbeit Lieferanten der rekombinanten humanen Proteine, 
nachdem sie mit einem Plasmidvektor transfiziert worden waren. Für die Proteinherstellung 
wurden im Labor in der Vergangenheit hergestellte Bakterienstöcke aufgetaut und erneut in 
Kultur gebracht. Des Weiteren wurden für Versuche RNA-Totalextrakte aus Bakterien 
gewonnen. 
 
3.1.1.1  Kultivierung von Bakterien für die prokaryotische Proteinproduktion 
 
Der eukaryontischen Produktion von La-Protein und seinem N-Terminus diente 
Escherichia coli des Stammes BL21 (DE3) pLysS, die mit dem pET-Vektor und dem darin 
kodierten gewünschten Protein ausgestattet waren. Die Klone sind im Institut für 
Immunologie der TU Dresden erzeugt worden und waren als Glycerinstocks bei –80 °C 
eingefroren. 
Daher konnte ohne Weiteres eine 10 ml Vorkultur in einem Greinerröhchen 
angeimpft werden, indem aus dem Glycerinstock ein wenig mit einer Pipettenspitze 
herausgekratzt wurde. Als Medium diente LB-Medium, welchem zur Selektion der mit einem 
Resistenzgen ausgestatteten Bakterien 10 µl des Antibiotikums Kanamycin [1:1000] 
zugegeben worden. Die Kultur geschah bei 37 °C auf einem Schüttelinkubator mit 180 rpm 
über Nacht. Mit dieser Minikultur, die zweimal angelegt wurde, konnten dann für die 
Herstellung großer Mengen Protein zwei Flaschen mit je 800 ml Medium (und 800 µl 
Kanamycin) angeimpft werden. Anfangs sollen die Bakterien bei selben Kulturbedingungen 
ungehindert wachsen, ohne das gewünschte Protein zu produzieren, was die Bakterien stark 
belasten würde. Dafür ist dem Gen auf dem pET-Vektor ein lac-Promotor vorgeschaltet, der 
erst durch die Zugabe von IPTG die Expression zulässt. Als Kontrolle der Bakteriendichte 
wurde regelmäßig die OD600 gemessen (Richtwert 0,5), da die Bakterien ab einer gewissen 
Dichte kein lineares Wachstum mit einer Verdopplungszeit von etwa 20 min mehr vorweisen 
(Cooper und Helmstetter, 1968) und sich Stoffwechselprodukte anreichern (Navarro Llorens 
et al., 2010) (Lacour und Landini, 2004). Durch Zugabe von je 800 µl IPTG stoppt das 
Wachstum und die Proteinproduktion wird gestartet. Die Bakterien wurden etwa 3–4 Stunden 
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für die Produktion kultiviert, danach wurden sie abzentrifugiert (20 min, 4000 × g, 4 °C) und 
bis zur Verwendung bei –20 °C eingefroren. 
Die Herstellung von naiven E. coli-Kulturen für die RNA-Totalextrakte erfolgte 
analog in 15-ml-Greinerröhchen, nur ohne Zusatz von Antibiotika. 
 
3.1.1.2  Bestimmung der OD600 
 
Die OD600 wurde mit dem Eppendorf BioPhotometer in UV-Küvetten von Brand 
bestimmt, als Referenz diente LB-Medium. 
 
 
3.1.2  Herstellung von RNA-Totalextrakten  
 
3.1.2.1  RNA aus E. coli 
 
Für die Gewinnung von bakterieller RNA wurde eine Kultur eines nativen E. coli-
Klones des Stammes BL21 (DE3) pLysS (ohne pET-Vektor) in 10 ml LB-Medium angelegt. 
Am nächsten Tag wurden davon 3 ml Bakteriensuspension abzentrifugiert (13.000 rpm, 
1 min, Raumtemperatur [RT]), der Überstand abgesaugt und das Pellet kurz luftgetrocknet. 
Anschließend wurde dieses in 350 ml STET-Puffer (pH 8,0) resuspendiert und 25 ml 
Lysozym-Lösung hinzugegeben. Nach kurzem Durchmischen mit einem Vortexmischer 
(Vortexen) und 40-sekündigem Kochen erfolgte wieder eine Zentrifugation (13.000 rpm, 
10 min, RT). Das entstandene Pellet bestand aus Zelltrümmern und wurde mit einem sterilen 
Zahnstocher entfernt. Zum Überstand, der die Nukleinsäuren enthält, wurden nun 0,6 ml 
Chloroform gegeben und dieser nach kurzen Vortexen für 15 Minuten damit inkubiert. Nach 
erneuter Zentrifugation (12.000 rpm, 15 min, 4 °C) entstanden drei Phasen. Die oberste, 
farblose, enthielt die RNA und wurde in ein 1,5 ml Eppendorfgefäß überführt. Dazu wurden 
nun 0,5 ml Isopropanol gegeben und nach 5–10 Minuten Einwirkzeit das entstandene 
Präzipitat abzentrifugiert (14.000 rpm, 15 min, 4 °C). Nach einmaligem Waschen mit 1 ml 
75%igen (v/v) Ethanol (Zentrifugation: 14°rpm, 15°min, 4 °C) wurde das reine RNA-Pellet in 
ca. 20 µl destilliertem Wasser („Wasser für Injektionszwecke“) resuspendiert und für 10–15 
Minuten auf 60 °C erhitzt. Abschließend erfolgte die photometrische Konzentrations-
bestimmung über eine Verdünnung (Kap. 3.1.3). Es wurden für die RNA-Reinigung gestopfte 
Pipettenspitzen verwendet. 
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3.1.2.2  RNA aus eukaryontischen Zellen 
 
Aus eukaryontischen Zellen kann die RNA mithilfe von TriPure Isolation Reagent 
(Phenol und Guanidiniumthiocyanat), Chloroform, Isopropanol und 75%igem Ethanol isoliert 
werden. TriPure Isolation Reagent spaltet die Zellen auf und denaturiert endogene 
Nukleasen, um die Nukleinsäuren während der Aufreinigung zu erhalten. Davon wurden je 
3 ml für 5–10 × 106 Zellen / ml eingesetzt, die Zellsuspension für 5 Minuten bei Raum-
temperatur inkubiert und anschließend 0,6 ml Chlorophorm (0,2 ml pro 1 ml TriPure) darauf-
gegeben. Das restliche Prozedere entsprach dem aus Kapitel 3.1.2.1  RNA aus E. coli „RNA 
aus E. coli“ ab dem Schritt Chloroform-Zugabe. 
 
 
3.1.3  Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 
 
Die photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäurelösungen erfolgte 
in UV-Küvetten von Brand mit dem BioPhotometer von Eppendorf, das verschiedene 
Wellenlängen (230, 260, 280 und 320 nm) bestimmt und daraus die Konzentration unter 
Berücksichtigung der eingegebenen Verdünnung berechnet. Die RNA wurde aufgrund 
kleiner Mengen 100-fach mit destilliertem Wasser verdünnt, das auch als Referenz diente. 
 
 
3.1.4  Bestimmung des Nukleinsäure-Gehalts mit RiboGreen® RNA 
Quantification Kit 
 
Schon vor vielen Jahren wurden Fluoreszenzfarbstoffe entwickelt, mit denen sich 
Nukleinsäuren sensitiver und präziser messen ließen als mit den herkömmlichen 
Absorptionsbestimmungen im UV-Bereich (Jones et al., 1998). Mit diversen Substanzen 
bzw. Kits wie Ethidiumbromid, Hoechst 33258 oder YOYO-1 konnten bereits Nanogramm 
von doppelsträngiger DNA (dsDNA) detektiert werden, mit dem neueren Stoff PicoGreen 
sogar Picogramm. Jedoch fehlt oder mangelt es in Verbindung mit RNA an Fluoreszenz-
erhöhung (Ethidiumbromid) oder es ließ sich die Substanz für diesen Zweck nicht kommer-
zialisieren (YOYO-1). 
Das von Molecular Probes, einem Tochterunternehmen und einer Handelsmarke 
von Thermo Fisher Scientific, in den 90er Jahren auf den Markt gebrachte RiboGreen® liefert 
einen großen Fortschritt in der Quantifizierung von RNA. Mit diesem können bis zu 1 ng/ml 
RNA detektiert werden (Molecular Probes, 2008). Es gibt zwei Messbereiche je nach 
Konzentration von RiboGreen®: „high range“ (20 ng/ml – 1 µg/ml) und „low range“ (1 ng/ml – 
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5 ng/ml). In beiden Messbereichen ist der Fluoreszenzanstieg mit steigender RNA-
Konzentration linear, selbst bei Verunreinigung mit Proteinen, Harnstoff, Agarose und einer 
Reihe chemischer Substanzen und Reinigungsmittel. 
Die meisten Einzelstrang-RNAs wie mRNA oder rRNA produzieren die gleiche 
Fluoreszenz bei gleicher Konzentration (Jones et al., 1998). Lediglich Homopolymere führen 
zu Abweichungen: Während Poly(A) normal reagiert, sinkt die Fluoreszenz bei Poly(G) um 
60 % und bei Poly(U) sowie Poly(C) auf fast Null. Auch sind Basenlängen unter 100 ca. 30 % 
weniger fluoreszenzgebend. Nach RNase-Behandlung ist keine Fluoreszenz mehr messbar, 
auch liefern freie Nukleinsäuren keine Fluoreszenz. 
Untersuchungen mit doppelsträngiger DNA ergaben im Vergleich zu identisch 
konzentrierter RNA sogar eine mehr als doppelt so starke Fluoreszenzerhöhung. Ebenfalls 
ergaben Untersuchungen mit Oligo-DNAs aus gleichen Desoxyribonukleotiden wie Oligo(dA) 
oder Oligo(dG) unterschiedliche Fluoreszenzerhöhungen so ähnlich wie bei RNA-
Homopolymeren. Die Fluoreszenz kann mit 90-minütigem Verdau mit DNase I bei 37 °C plus 
MgCl2 und CaCl2 auf Null gebracht werden, was z. B. RNA-selektive Ansätze bei 
Vorhandensein von Nukleinsäure-Gemischen ermöglicht. 
 
Für die Bestimmung und Differenzierung des Nukleinsäure-Gehalts in der La-
Proteinlösung wurde auf dieses RiboGreen® RNA-Quantifizierungs Kit von Molecular Probes 
zurückgegriffen. Dieses wurde gemäß Herstellerangaben verwendet. Beim angewandten 
„high range“-Ansatz (Messbereich: 20 ng bis 1 µg) wird eine RNA-Standardreihe von 1000, 
500, 100 und 20 ng und einem Leerwert erstellt, mit deren höchstem Wert und dem Leerwert 
zunächst der maximale Messbereich des Fluoreszenzmessgeräts, hier VersaFluor™, 
kalibriert wird, um anschließend mit den Zwischenkonzentrationen eine Vergleichsreihe zu 
erstellen. Mithilfe einer daraus berechneten Regressionsgerade können dann Konzen-
trationen ermittelt werden. Zum Dunkelhalten der zubereiteten RiboGreen®-Reagent-Lösung 
wurde das Greinerröhrchen mit Alufolie umwickelt. Die Ansätze in den Eppendorf-Gefäßen 
erhielten für die 5 Minuten Inkubation ebenfalls Lichtabschluss in einem dunklen Schrank. 
Die Messung selbst erfolgte dann in einer sterilen UV-Küvette, der im Messgerät der 
Emissionsfilter EM 520/10 und der Exzitationsfilter EX 480/20 vorgeschaltet waren. 
Die Verdauungsversuche der La-Proteinlösung erfolgten mit 1 µl DNase-freier 
RNase A/T oder 1 µl DNase I. Die Proben wurden in den 1,5 ml-Eppendorf-Gefäßen für 15 
Minuten bei Raumtemperatur mit der Nuklease inkubiert, beim Wiederholungsversuch ‚La-
Protein und DNase’ für 60 Minuten. Anschließend ist die Messung mit RiboGreen®-Reagent 
in herkömmlicher Art und Weise durchgeführt worden, wobei getrennte Messküvetten 
benutzt wurden. 




3.2  Zellbiologische Methoden 
 
3.2.1  Kultivierung von Raji- und U937-Zellen 
 
Raji- und U937-Zellen wurden für die Herstellung von RNA-Totalextrakten für den 
Probeverdau mit anschließender RiboGreen®-Messung (Kap. 4.2.3) und für slanDC-
Aktivierungsversuche (Kap. 4.3.4) kultiviert.  
Dafür wurden die Zellen in dem Medium DMEM in Greiner®-Gewebekulturflaschen 
gehalten. Der Brutschrank hatte 37 °C und 5 % CO2-Anteil in der Luft. Bei zu starker 
Zelldichte, sichtbar am Trübungsgrad, mussten die Zellen geteilt und neu ausgesäht werden, 
ebenfalls wenn Zellen für Versuche gebraucht wurden. Die Raji-Zellen konnten nach 
Mischen durch mehrfaches Spülen mit einer großen Pipette aus der Kulturflasche 
entnommen werden. Sie wurden dann abzentrifugiert (5 min, 360 × g, RT) und in 10 ml 
DMEM resuspendiert, wovon 1 ml erneut mit entsprechender Menge Medium in Kultur 
gegeben wurde. Die restlichen Zellen standen für Versuche zur Verfügung. 
 
 
3.2.2  Isolierung von peripheren mononukleären Zellen (PBMCs) aus 
buffy coats 
 
Die PBMCs wurden aus buffy coats isoliert, die das Deutsche Rote Kreuz aus 
Spenderblut herstellte. Die Trennung der Zellarten erfolgte mit Ficoll-Dichtezentrifugation. 
Das Verfahren nutzt die geringere Dichte von peripheren mononukleären Zellen (PBMCs) 
gegenüber der Ficoll-Lösung aus, alle anderen Zellen wie Erythrozyten und Granulozyten 
sammeln sich am Boden (Noble und Cutts, 1967). Die ca. 100 ml Blutkonzentrat wurden in 
einer 500-ml-Glasflasche mit einer 0,9%igen NaCl-Lösung auf 200 ml aufgefüllt. Je 100 ml 
dieser Suspension wurden auf 75 ml Ficoll-Trennlösung in einem Zentrifugenbecher 
geschichtet und zentrifugiert (980 × g, 20 min., RT, niedrigste Akzelerations- und 
Dezelerationsstufe). Anschließend erfolgte die Gewinnung der Interphase, welche die 
PBMCs enthält. Nach einem Waschschritt mit kaltem PBS und Zentrifugation (365 × g, 
12 min, 4 °C) folgte nun die Zellzählung mithilfe einer Neugebauer-Zählkammer unter dem 
Mikroskop. 
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3.2.3  Bestimmung der Zellzahl 
 
Die Zellen wurden unter einem Auflichtmikroskop mithilfe einer Neubauer-
Zählkammer gezählt. Den PBMCs bzw. slanDCs wurde im Verhältnis 1:10 5%ige Essigsäure 
in PBS zugesetzt (10 µl auf 90 µl), um noch vorhandene Erythrozyten zu lysieren. Dabei 
entspricht eine Zelle auf einem der vier großen Quadranten des Objektträgers 104 Zellen pro 
ml, die dann noch aufgrund der Verdünnung mit dem Faktor 10 multipliziert werden müssen. 




3.2.4  Isolierung von slanDCs aus PBMCs 
 
Zur Separation von slanDCs von allen übrigen peripheren mononukleären Zellen 
wurden diese mit dem murinen DC8+-Antikörper (slanDC-spezifisch) markiert, dieser mit 
einem microbead-gekoppelten Anti-Maus-Antikörper verbunden, und anschließend mithilfe 
eines MACS-Gerätes selektiert. Der als Zellüberstand relativ konzentriert vorliegende DC8+-
Antikörper war nochmals 1:60 in PBS/EDTA-Puffer zu verdünnen und wurde mit 2 ml auf 108 
Zellen eingesetzt. Die Zellen befanden sich nach Zentrifukation und Abnahme des 
Überstandes als Pellet in 1–2 ml PBS-Lösung in einem 50-ml-Greinerröhrchen und wurden 
für 15 Minuten bei 4 °C mit dem Antikörper inkubiert. Nach einmaligem Waschvorgang mit 
PBS (Zentrifugation: 365g, 12 Minuten, bei 4 °C) wurden wieder für 15 Minuten bei 4 °C Anti-
Maus-IgM-Beats (12 µl pro 108 Zellen) auf die Zellen gegeben. Nach erneutem Waschen 
konnten nun die Zellen vom MACS-Gerät im Modus „positive Selektion“ getrennt werden. Die 
Zellen wurden in einem 50-ml-Greinerröhrchen aufgefangen und sofort mit dem Nährmedium 
RPMI HS einmal gewaschen, in diesem wieder resuspendiert, gezählt (Kap. 3.2.3  
Bestimmung der Zellzahl) und ein Teil für die Reinheitsmessung (Kap. 3.2.5.1  Messung der 
Reinheit der slanDCs) abgenommen.  
 
 
3.2.5  Durchflusszytometrie 
 
Die Durchflusszytometrie wurde mit einem FACS-Gerät (Flourescence activated 
cell sorting), dem FACSCalibur von BD Biosciences, durchgeführt. Bei dem Verfahren 
können Oberflächenmoleküle mittels färbender Antikörper oder intrazelluläre Strukturen 
mittels interkalierender Farbstoffe quantifiziert werden. Die Zellsuspension wird mittels einer 
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Kapillare vom Gerät eingesaugt. Dort wird sie zu einem linearen Flüssigkeitsstrahl geformt, 
der die Zellen einzeln an einem Laser vorbeiführt und dessen Licht streut. Die Detektion 
erfolgt mittels zweier Sensoren, dem forward und sideward scatter (FSC und SSC), für 
Bestimmung der Zellgröße, der Granularität und Oberflächenunregelmäßigkeiten. Außerdem 
wird bei Fluoreszenz das emittierte Licht mittels 3 weiterer Sensoren gemessen, die je nach 
Farbstoff relevanten Wellenlängenbereiche können voreingestellt werden: FL-1 für FITC, 
FL-2 für PE und FL-3 für rote Fluoreszenzen.  
Die Proben wurden in 5 ml FACS-Rundboden-Röhrchen gemessen. Die 
Auswertung erfolgte mit dem Programm WinMDI Version 2.9, um dotplots und Histogramme 
zu erstellen und um die mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) als geometrischen Mittelwert der 
Einzelfluoreszenzen zu berechnen. 
 
3.2.5.1  Messung der Reinheit der slanDCs 
 
Dazu dienten die Antikörper Anti-Human-HLA-DR-PE (3 µl, unverdünnt) und Anti-
Maus-IgM-FITS (gegen vormarkiertes DC8+-Oberflächenmolekül, 10 µl 1:2000 verdünnt). 
Von den frisch gereinigten slanDCs wurde eine kleine Fraktion entnommen und in eine 96-
well-Spitzbodenplatte überführt, pelletiert (360 × g, 10 min, 4 °C), und mit dem Antikörper 
versetzt. Die Zellen wurden für 15 Minuten bei 4 °C unter Lichtabschluss inkubiert, 
anschließend mit 200 µl PBS gewaschen (360 × g, 10 min, 4 °C), in 200 µl PBS 
resuspendiert und in ein FACS-Röhrchen für die Messung überführt. 
Tote Zellen befanden sich im dotplot für forward und sideward scatter im linken 
unteren Quadranten links von den Monozyten und konnten für die Darstellung der 
Fluoreszenzen über die Gate-Funktion ausgeschlossen werden (Abbildung 2). SlanDCs sind 
die doppelt gefärbte Population, die sich von einer diffusen, kleineren, nicht FITC (HLA-DR)-
gefärbten Population abgehoben hat, und 80–95 % aller lebenden Zellen ausmachten. 
 









Abbildung 2:  Reinheitsmessung von frisch isolierten slanDCs. 
Durchflusszytometrie der frisch isolierten slanDCs nach Färbung mit einem FITC-markierten HLA-DR-
Direktantikörper und einem PE-Sekundärantikörper gegen die konstante IgM-Domäne des MDC8-
Antikörpers. Im linken Bild Darstellung im forward und sideward scatter mit Selektion der 
Hauptpopulation der lebenden Zellen, rechts Darstellung der Fluoreszenzdetektoren FL-1 (FITC-
Färbung) gegen den FL-2 (PE-Färbung) und Selektion der doppelt gefärbten Population im rechten 
oberen Quadranten. Es konnten Reinheiten von 80–95°% erreicht werden. Die Reinheit bei dieser 
isolation betrug 93 %. 
 
 
3.2.5.2  Untersuchung von Oberflächenmarkern auf slanDCs 
 
Zur Messung der Ausreifung von slanDCs (Kap. 4.3.1) wurden diese auf die 
Ausprägung von CD83 und HLA-DR direkt nach der Aufreinigung und nach 24-stündiger 
Kultur untersucht. Dafür wurden unverdünnt je 2 µl der direkt markierten Mausantikörper 
Anti-HLA-DR-FITC und Anti-CD83-PE auf die einmal mit 200 µl PBS gewaschenen und 
pelletierten Zellen (360 × g, 10 min, 4 °C) in der 96-well-Mikrotiterplatte gegeben. Die 
Inkubation erfolgte auf Eis für eine Stunde in Dunkelheit. Danach wurden die Zellen erneut 




3.3  Proteinbiochemische Methoden 
 
3.3.1  Aufreinigung der prokaryontisch produzierten Proteine 
 
Die Aufreinigung der Proteine La und LaN erfolgte mittels Nickel-Affinitäts-
chromatographie in Niedrigsalz-Bedingungen (low salt) aus den zuvor hergestellten und 
eingefrorenen E. coli-Bakterienpellets (Kap. 3.1.1.1), das Protein lag dort intrazellulär vor. 
3. Methoden Seite 47 
 
 
Dem Protein waren 6 Histidine (Hexahistidin-Tag) angehängt, die vom pET-Vektor mitkodiert 
wurden. Das Reinigungsverfahren basierte auf der Bindung dieser basischen Aminosäuren 
an die Nickel-NTA-Säule, bei dem ein Metallchelatkomplex entsteht (Hochuli et al., 1988) 
(Bornhorst und Falke, 2000). Die beiden Pellets wurden in je 15 ml Lysepuffer (10 mM 
Imidazol) resuspendiert und in ein 50-ml-Greinerröhrchen zusammengeführt. Dann wurden 
30 µl Lysozym (100 mg/ml, 1:1000 eingesetzt) und 300 µl PMSF (0,1 M, 1:100) hinzu-
gegeben und das Lysat für 15 Minuten auf Eis gestellt, dabei gelegentlich geschüttelt. 
Zusätzlich wurden die Nukleinsäuren durch eine Behandlung mit Ultraschall mit dem Gerät 
Branson Sonifer 250 (3 × 2 min bei 40 % auf Stufe 4) geschert. Am Ende wurde der 
Zellschrott abzentrifugiert (10.000 rpm, 15 min, 4 °C) und der Überstand für die Reinigung 
verwendet. 
Ein Teil des hergestellten Proteins wurde vor der weiteren Aufreinigung zusätzlich 
für 60 Minuten auf Eis mit 15 µl DNase I (D) und 15 µl RNase A/T (R) behandelt, um die 
Proteinvarianten La (+R/D) und LaN (+R/D) zu gewinnen. Ein analoges Verfahren wurde 
auch von Qiagen beschrieben, um Nukleinsäure-bindende Proteine von Nukleinsäuren zu 
befreien (QIAGEN, 2011). Die weitere Aufreinigung war analog der unbehandelten Proteine. 
Die Säulen für die Affinitätschromatographie befanden sich in 2 ml-Spritzen, deren 
Boden mit Glaswolle bedeckt war und die zum Testen der Durchlaufgeschwindigkeit mit 
destilliertem Wasser durchgespült wurden. Darauf wurde 400 ml Nickel-NTA gefüllt, die sich 
innerhalb von einigen Minuten setzte. Dann wurde die Säule mit 10 ml Lysepuffer äquilibriert. 
Nun konnte der Überstand mit dem darin befindlichen Protein nach und nach über 
die Säule gegeben werden, der Durchlauf wurde aufgefangen. Mit dreimal je 1 ml 
Waschpuffer (20 mM Imidazol) konnten unerwünschte Rückstände und unspezifisch 
gebundene Partikel/Moleküle aus der Säule gespült werden. Schließlich erfolgte die Elution 
mit Elutionspuffer (350 mM Imidazol), der das Protein aus seiner Bindung an Nickel 
verdrängte, in 4 Fraktionen à 0,5 ml, die getrennt gesammelt wurden. Alle Proben lagerten 
vorerst auf Eis. 
Zur sofortigen Überprüfung zeigten mit Coomassie Brillant Blau-Schnellfärbung 
(Kap. 3.3.7) gefärbte SDS-Gele die Verteilung des Proteins auf die Elutionsfraktionen, 
woraufhin auch eine Vereinigung von im Gel kräftig gefärbten Elutionen möglich war, 
während schwächere verworfen wurden (siehe Kap. 4.1, Abbildung 3 und Abbildung 4). 
Über Nacht wurde das aufgereinigte Protein gegen 3 l PBS bei 4 °C dialysiert 
(Kap. 3.3.3), am nächsten Tag aliquotiert und bei –20 °C eingefroren. 
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3.3.2  Dialyse 
 
Die Dialyse der vereinten Elutionsfraktionen von der Proteinaufreinigung 
(Kap. 3.3.1) erfolgte in einem Dialyseschlauch mit entsprechender Porengröße (kDa), die 
unterhalb der Proteingröße liegen musste. Sie ist notwendig, um das Imidazol aus der 
Proteinlösung zu entfernen, was Experimente beeinflussen könnte, und um das Protein in 
optimaler pH-Umgebung (PBS) zu stabilisieren (Talley und Alexov, 2010). 
 
 
3.3.3  Photometrische Konzentrationsbestimmung von Proteinen 
 
Die photometrische Konzentrationsbestimmung von Proteinen erfolgte analog der 
Bestimmung von Nukleinsäure-Konzentrationen in UV-Küvetten von Brand mit dem 
BioPhotometer von Eppendorf und der entsprechenden Einstellung. Dazu wurden 
Verdünnungen mit der Trägerlösung PBS hergestellt und diese in Kunststoffküvetten gefüllt. 
Referenzlösung war PBS. 
 
 
3.3.4  Spektralanalyse von Protein-Lösungen und von DNA 
 
Die Messung des UV-Spektrums aller Proteine und der DNA ist unter gleichen 
Bedingungen bei einer Verdünnung von 1:5 in PBS durchgeführt worden. Für die Messung 
wurden Glasküvetten mit 300 µl Lösung gefüllt (die Mindestmenge für korrekte Messungen 
wurde in Probemessungen ausprobiert) und mit dem Spektralphotometer Specord® 200 von 
Analytik Jena analysiert. Die Geräteeinstellung war 190–350 nm Messbereich mit 1 nm 
Messabstand, als Referenz diente PBS. Jede Probe wurde dreimal gemessen und aus den 




3.3.5  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
 
Die diskontinuierliche SDS-Page ist ein geeignetes Verfahren, Proteine der Größe 
nach aufzutrennen (Laemmli, 1970) und anschließend entweder mit Coomassie Brillant Blau 
anzufärben (Kap. 3.3.7) oder nach Western Blotting antikörperspezifisch nachzuweisen 
(Kap. 3.3.9). Dabei befinden sich die Proben in einem SDS-haltigen TRIS-Glycin-
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Puffersystem. Im Gegensatz zu Nukleinsäuren haben Proteine unterschiedliche Ladungen je 
nach Aminosäurezusammensetzung. Da nach Erhitzen der Proteine in Gegenwart von SDS 
die Proteine denaturieren und sich unabhängig von der Aminosäurezusammensetzung SDS 
unspezifisch anlagert, laufen diese im Gel anschließend spannungsgesteuert in Richtung 
Anode und können der Größe nach aufgetrennt werden. Je nach Zusammensetzung der 
Gele haben sie unterschiedliche Porengrößen. Dem eigentlichen Trenngel mit basischem pH 
(8,8) ist ein Sammelgel mit neutralem pH (6,8) vorgeschaltet, das die Proteine über Taschen 
zuerst aufnimmt und dann zu einer vorübergehenden Stapelung an der Gelgrenze führt. 
Für diese Arbeit wurden 12%ige Trenngele verwendet. Die Trenngelkomponenten 
wurden in angegebener Reihenfolge von oben nach unten (siehe Tabelle 1) zusammen-
gegeben und zwischen zwei Glasscheiben gegossen. Darauf wurden zum Luftabschluss 
500 µl leichteres Butanol gegeben. Nach 30 Minuten Aushärten wurde das Butanol entfernt 
und mit destilliertem Wasser gewaschen, das noch flüssige Sammelgel (siehe Tabelle 1) 
darüber gegossen und ein Kamm zum Formen der Taschen von oben aufgesteckt. Nach 
weiteren 30 Minuten war das Gel fertig und die Proben konnten in die Taschen gegeben 
werden. Diese wurden vorher 1:1 mit zweifach konzentriertem SDS-Probenpuffer vermischt 
und 5–10 Minuten bei 95 °C erhitzt. Die noch von der Aufreinigung Imidazol-haltigen 
Proteine wurden nur auf 60 °C erwärmt. Die Gele befanden sich während der Elektrophorese 
in einer mit SDS-PAGE-Laufpuffer gefüllten Kammer von BioRad. Anfangs lief die 
Elektrophorese bei 100 V. Nach 10 Minuten, nachdem die Proben etwa an der Gelgrenze 
angelangt waren, wurde die Spannung auf 120 V heraufgesetzt. Grundsätzlich wurde ein 
Proteinstandard (PageRulerTM) mitgeführt. 
 
 
Tabelle 1:  Zusammensetzung der SDS-Gele. 
 
Komponente Sammelgel (5 %) Trenngel (12 %) 
ddH2O 1,3 ml 1,58 ml 
Rotiphorese Gel A 380 µl 3,9 ml 
Rotiphorese Gel B 150 µl 1,6 ml 
Sammelgelpuffer 500 µl - 
Trenngelpuffer - 2,6 ml 
TEMED 2,5 µl 7,5 µl 
APS 25 µl 50 µl 
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3.3.6  Coomassiefärbung von SDS-Gelen 
 
Die Färbung von proteinbeladenen SDS-Gelen erfolgte mit der Coomassie-
Färbelösung während einer einstündigen Inkubation auf einer Schüttelapparatur bei Raum-
temperatur. Danach wurde das Gel mit Coomassie-Entfärbelösung und mehrfachem etwa 
stündlichen Wechsel der Lösung sowie über Nacht in destilliertem Wasser entfärbt. 
Für die aufgereinigten Proteine in den Elutionsfraktionen sowie den Durchlauf und 
die Waschfraktionen wurde aus Zeitgründen eine Coomassie Brillant Blau-Schnellfärbung 
durchgeführt (Wondrak, 1999 und 2001). Bei dem Verfahren wird das Gel während der 
Färbung in der extra dafür angefertigte Coomassie Brillant Blau-Schnellfärbelösung für 10 
Sekunden in der Mikrowelle erhitzt. Anschließend wird es mehrmals in destilliertem Wasser 
gewaschen und dabei jedes Mal initial für 30 Sekunden in die Mikrowelle gestellt. Schon 
nach 15 Minuten erschienen deutliche Proteinbanden. 
 
 
3.3.7  Konzentrationsbestimmung mit Proteinstandard im SDS-Gel 
 
Neben der ersten photometrischen Konzentrationsbestimmung ist es sinnvoll, das 
Protein in einem SDS-Gel mit einem Protein ähnlicher Größe und mit bekannter 
Konzentration zu vergleichen. Blutserumalbumin (BSA) eignete sich mit 67 kDa Größe. 
Neben dem Protein unbekannter Konzentration wurden eine Reihe unterschiedlicher BSA-




3.3.8  Western Blotting und Immundetektion 
 
Nach der Anfertigung von SDS-Gelen kann mit diesen ein Western Blot 
durchgeführt werden. Über Elektrophorese werden dabei die enthaltenen aufgetrennten 
Proteine senkrecht aus dem Gel herausgeleitet und auf eine Nitrocellulosemembran 
gebracht (Towbin et al., 1979). Den Blot machte das Trans-Blot®-Gerät von BioRad mit 18 V 
über 60 Minuten. Der Anode lagen mittig vier Schichten Anodenpuffer-getränktes Filterpapier 
auf, darauf die zugeschnittene Nitrocellulosemembran, das mit destilliertem Wasser gespülte 
SDS-Gel und abschließend weitere 4 Lagen in Kathodenpuffer getränktes Filterpapier. 
Nach dem Blotvorgang wurden die Proteine durch spezifische Antikörper detektiert, 
wobei der kommerzielle Mausantikörper Anti-His und die vom Institut hergestellten Anti-La-
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Antikörper (Hybridomaüberstände) 7B6, 3B9 und SW5 zum Einsatz kamen. Die Antikörper 
wurden in Blockierungspuffer verdünnt, damit dieser freie Bindungsstellen auf der 
Nitrocellulosemembran besetzt und unspezifische Bindungen verhindert. Nach 60-minütiger 
Inkubation in einer Glas- oder Kunststoffschale und dreimaligem Waschen in TBS-T-Lösung 
wurde auf die Membran ein zweiter, Enzym-gekoppelter Anti-Maus-Antikörper (Alkalische 
Phosphatase), ebenfalls in Blockierungspuffer, gegeben. Wieder folgten nach 60 Minuten 
drei Waschschritte mit TBS-T-Lösung und die anschließende Farbreaktion durch Umsetzung 
eines Substrates (NBT/BCIP in AP-Puffer) ließ die Proteinbanden sichtbar werden. Die 
Membran wurde zum Stopp der Farbreaktion nach wenigen Minuten mit destilliertem Wasser 
abgespült und zwischen Filterpapier trocknen gelassen. 
 
 
3.3.9  Aktivierungsversuche von slanDCs durch Zugabe von La 
 
Direkt nach Aufreinigung und Zählung der slanDCs wurden diese in sterilen 96-well-
Rundbodenplatten in Kultur gebracht: in der Regel 105, in wenigen Versuchen auch 104 
Zellen pro well (Vertiefung in der Mikrotiterplatte) in 190 µl RPMI HS. Nach 4 Stunden 
Vorinkubation bei 37 °C wurden 10 µl in PBS vorbereitete Probe hinzugegeben, jeder Ansatz 
dreimal gemacht. Auf die Leerwerte wurde 10 µl reines PBS gegeben. Als Positivkontrolle 
kam 10 ng/ml LPS zum Einsatz. Diese Menge LPS war nach einem Verdünnungsversuch 
immer stimulierend. Die Kultur wurde nach 24 Stunden beendet. Die Zellen wurden 
abzentrifugiert und 100 µl Überstand für die TNF-α-Analyse entnommen. 
 
 
3.3.10  Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
 
Der ELISA ist ein immunologisches Verfahren zum Nachweis sehr geringer Mengen 
eines Moleküls, für das spezifische Antikörper vorhanden sein müssen. Dabei kommt es zu 
einer Fixierung des Moleküls an die Mikrotiterplatte, anschließend zu einer Anti-
körperbindung, und dann über ein daran gekoppeltes Raporterenzym zu einer chemischen 
Reaktion mit Farbumschlag. Die Umschlaggeschwindigkeit ist abhängig von der Anzahl 
gebundener Antikörper. Die Reaktion kann gestoppt und die Extinktion mithilfe eines 
Photometers exakt bestimmt werden. Ein mitgeführter Standard lässt eine genaue 
Konzentrationsbestimmung zu. 
In dieser Arbeit wurde der ELISA zum Nachweis von TNF-α in den Überständen 
von slanDC-Kulturen in Gegenwart von Protein- und anderen Proben eingesetzt. Für die 
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Messung diente das TNF-α-Quantifizierungs-Kit OptEIA-Set-Human TNF-α von BD 
Biosciences. 
Einen Tag vor der Messung wurde eine für die für ELISA geeignete 96-well-
Mikrotiterplatte Nunc MaxiSorpTM von eBioscience mit 100 µl „Capture Antibody“ (in Coating 
Buffer) pro well über Nacht bei 4 °C beschichtet. Zu Beginn wurde dann dreimal mit 300 µl 
„Wash Buffer“ (ELISA-Waschpuffer) gespült und die Mikrotiterplatte auf Papiertüchern 
ausgeklopft. Nun wurden die restlichen Bindungsstellen mit 200 µl „Assay Diluent“ (ELISA-
Blockierungslösung 1) für eine Stunde bei Raumtemperatur blockiert, anschließend wieder 
dreimal gewaschen. In der Zwischenzeit wurden alle Proben vorbereitet: der TNF-α-Standard 
(Stock war bei –80 °C eingefroren) mit je zweimal den Konzentrationen 500, 250, 125, 62,5, 
31,3, 15,6 und 7,8 pg/ml verdünnt in „Assay Diluent“, reiner „Assay Diluent“ als Leerwert 
sowie die Zellüberstände der Probeansätze, 1:51 bei 105 slanDCs und 1:10 bei 104 slanDCs, 
ebenfalls in „Assay diluent“ verdünnt. Von allen Proben wurden 100 µl für zwei Stunden bei 
Raumtemperatur in die vorbereiteten ELISA-wells gegeben. Im Anschluss daran wurde 
fünfmal gewaschen und der „Working Detector“, bestehend aus „Detection Antibody“ und 
„Enzyme Reagent“ (SAv-HRP) in „Assay Diluent“, auf die Platte gegeben und diese für eine 
Stunde bei Raumtemperatur inkubieren gelassen. Der letzte Waschvorgang hatte 7 Schritte, 
bevor dann die „Substrate Solution“ (ELISA-Substratlösung) aus CP-Puffer, einer TMB-
Substrattablette und Wasserstoffperoxid für 30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln die 
Farbreaktion auslösen konnte. „Stop Solution“ (Schwefelsäure, ELISA-Stopplösung) stoppte 
die Reaktion und die Farbe schlug von hellblau in gelb um. Zur Objektivierung diente der 
MileniaTM Kinetic analyser von DPC, angeschlossen an einen PC mit der installierten 
Software SOFTmax von Molecular Devices GmbH, und dessen Werteberechnungs-









4.1  Herstellung des Proteins La und dessen N-terminaler Domäne 
 
Es wurden für diese Arbeit größere Menge des Proteins La (siehe Abbildung 3) und 
seperat dessen N-terminale Proteinhälfte (Abbildung 4) bakteriell hergestellt und die bei der 
Aufreinigung entstandenen Fraktionen auf SDS-Gele aufgetragen. La ist ein Nukleinsäure-
Bindeprotein, das einzelsträngige RNA und sehr wahrscheinlich auch einzel- und 
doppelsträngige DNA (ssDNA, dsDNA) binden kann. Um auszuschließen, dass gebundene 
bakterielle Nukleinsäuren von E. coli für die immunstimulierende Wirkung des La 
verantwortlich sein könnten, wurde ein Teil nach der bakteriellen Produktionsphase und vor 
der Aufreinigung zusätzlich für 60 Minuten auf Eis mit DNase I und RNase A/T behandelt, 
einem für Nukleinsäure-bindende Proteine empfohlenen Verfahren (QIAGEN, 2011). Bei 
allen vier Aufreinigungen wurden die Elutionsfraktionen 1 und 2 vereint, da dort der Hauptteil 
der Proteine gelöst war, und über Nacht gegen PBS dialysiert, um das Imidazol zu entfernen. 
Die rekombinanten humanen Proteine werden in dieser Arbeit als „La“ 
(rekombinantes humanes La, rhLa) und „La (+R/D)“ (mit RNase und DNase behandeltes 
rhLa) bezeichnet, analog die N-Terminalen Proteine als „LaN“ und „LaN (+R/D)“. 
 









          
 
 
Abbildung 3:  Aufreinigung des bakteriell hergestellten La. 
In diesen gefärbten SDS-Gelen ist qualitativ die Aufreinigung von rekombinantem humanem La (A, 
rhLa) und deren RNase- und DNase-behandelter Variante (B, rhLa (+R/D)) nachzuvollziehen. Sie 
erfolgte durch Nickel-Affinitätschromatographie mithilfe einer His-Tag-Markierung. Der Totalextrakt 
(TE) zeigt den Überstand lysierter Bakterienpellets nach Zentrifugation, in B nach RNase- und 
DNase-Zugabe. Dieser wurde auf die Säule gegeben und der Durchlauf (DL) gesammelt. 
Anschließend wurde die Säule dreimal mit Waschpuffer gewaschen (W1–W3). Das gereinigte Protein 
wurde mit Elutionspuffer von der Säule gelöst und in 4 Fraktionen aufgefangen (E1–E4). Proben aller 
Fraktionen wurden auf ein 12%iges Polyacrylamidgel aufgetragen und nach SDS-PAGE mit 













              
 
 
Abbildung 4:  Aufreinigung von LaN. 
Die Aufreinigung von LaN erfolgte analog dem La-Volllängenprotein (siehe Abbildung 3). Die hier 
mittels Coomassie Brillant Blau-Schnellfärbung gefärbten SDS-Gele bilden die unbehandelte (A) und 
RNase- und DNase-verdaute Fraktion (B) von LaN ab. 
TE: Totalextrakt, DL: Durchlauf, W1–3: Waschfraktionen, E1–4: Elutionsfraktionen 
 
 




4.2  Charakterisierung der Proteine und Quantifizierung des 
Nukleinsäure-Gehalts 
 
Bevor mit den Proteinen gearbeitet werden konnte, wurden die Konzentrationen 
durch Vergleich mit einem BSA-Standard ermittelt. Die vorangegangene Konzentrations-
bestimmung mittels Photometer diente nur der Orientierung und hatte auch leicht 
abweichende Werte ergeben. 
 
 
4.2.1  Westernblots und Färbung mit verschiedenen Antikörpern 
 
Zum spezifischen Nachweis der La-Proteine wurden Western Blots angefertigt und 
mit unterschiedlichen Antikörpern angefärbt (Abbildung 5). Zum einen kann der His-Tag 
angefärbt werden, um das erfolgreich hergestellte Protein nachzuweisen. Zum anderen sollte 
die Identität des Proteins bewiesen werden, was nur durch La-spezifische Antikörper möglich 
ist. Dafür kamen die in unserem immunologischen Institut hergestellten Mausantikörper 7B6, 
der nur C-terminal bindet, und 5B9, der nur N-terminal bindet, zum Einsatz (Bachmann, 
2012). Zusätzlich wurde der N-Terminus mit dem international verwendeten Antikörper SW5 
spezifisch nachgewiesen, er bindet an der N-terminalen RNA-Bindedomäne von La (Pruijn et 
al., 1995). Die Abbildung 5 zeigt, dass an das hergestellte La-Volllängeprotein alle 
vorgenannten Antikörper gebunden haben (in allen vier Blots Banden sichtbar), an den N-
Terminus nur 5B9 und SW5 (Ausbleiben einer Farbreaktion beim Antikörper 7B6). 
Bei den zusätzlichen Banden unterhalb des Zielproteins handelte es sich um 
Abbauprodukte, die infolge von Protein-Degradation entstehen. Dies ist im anti-His-gefärbten 
Western Blot von La am deutlichsten zu sehen (Abbildung 5). 
 
 









Abbildung 5:  Nachweis des La-Antigens und dessen N-terminaler Domäne LaN mittels 
verschiedener Antikörper. 
Die abgebildeten Western Blots identifizierten die hergestellten Proteine La und LaN durch 
spezifische Antikörperfärbungen. Anti-(Penta-)His ist gegen den His-Tag gerichtet, den die 
rekombinant hergestellten Proteine La und LaN beinhalten. Die Hybridomaüberstände mit den 
Antikörpern SW5 und 5B9 banden an N-terminale Strukturen (Bande bei La und LaN), 7B6 




4.2.2  Quantifizierung des Nukleinsäure-Gehalts in La und LaN mittels 
UV-Spektrum 
 
Um festzustellen, ob La-Protein E. coli-Nukleinsäure gebunden hatte, wurden die 
aufgereinigten Proteine spektralphotometrisch untersucht. Nukleinsäuren und Proteine 
haben ein unterschiedliches Absorptionsverhalten bei Anregung mit UV-Licht. Daher ist die 
Spektralanalyse eine mögliche Methode, um das Vorhandensein von Nukleinsäuren in 
Proteinproben festzustellen. Dazu wurden Proteinlösungen in Glasküvetten gegeben und mit 
dem Spektralphotometer die Absorption bei den Wellenlängen 190–350 nm mit 1 nm 
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Messabstand analysiert. In den Abbildungen und für die Auswertung wurde sich auf den 
Wellenlängenbereich 220–300 nm beschränkt, da dieser den Informationsgehalt für alle 
wesentlichen Aussagen und Berechnungen enthielt. 
Zum Vergleich wurden ein reines Protein-Spektrum von BSA (Bovines 
Serumalbumin) und ein reines Nukleinsäure-Spektrum von Plasmid-DNA vorangestellt. Das 
Proteinspektrum (Abbildung 6) zeigt deutlich ein lokales Maximum bei 278 nm und ein 
Ansteigen der Kurve unterhalb von 250 nm, wo ein weiterer Peak bei 230 nm außerhalb des 
Messbereiches lag, der den Aromaten Tryptophan und Tyrosin entstammt (Held, 2003). Als 
Beispiel für die Nukleinsäure-Messung wurde Plasmid-DNA eingesetzt. Das Nukleinsäure-
Spektrum (Abbildung 7) unterschied sich vom Proteinspektrum einerseits im lokalen 
Maximum bei 256 nm, des Weiteren blieben die Absorptionswerte im Bereich um 230 nm 






Abbildung 6:  UV-Spektrum von bovinem Serumalbumin (BSA). 
Um einerseits das Messverfahren zu validieren und andererseits zum Vergleich mit La wurde als 
Beispiel für ein reines Proteinspektrum das UV-Spektrum von 1 µg/µl bovinem Serumalbumin (BSA) in 
PBS angefertigt. Die Extinktionswerte wurden mit einem Messabstand von 1 nm gemessen, als Gerät 










Abbildung 7:  UV-Spektrum von doppelsträngiger DNA. 
Ebenfalls zur Verdeutlichung und für Vergleichszwecke wurde das UV-Spektrum von 1 µg/µl 
doppelsträngiger DNA (Plasmid-DNA) gemessen. Das lokale Maximum war bei 256 nm. Dieses 
Spektrum entspricht einem reinen Nukleinsäurespektrum. 
 
 
Auf dieselbe Art wurden nun die Proteine La und La (+R/D), also die herkömmlich 
aufgereinigte und die mit Nukleasen behandelte Variante, untersucht (Abbildung 8). Die hier 
analysierten Proteine hatten nicht die gleiche Konzentration, die aufgereinigten 
Proteinlösungen wurden für die Messung lediglich 1:5 in PBS verdünnt. La hatte mit 0,5 µg/µl 
eine niedrigere Konzentration als La (+R/D) mit 1,8 µg/µl. Die Spektren ähnelten mit ihren 
lokalen Maxima nahe 260 nm einem Nukleinsäure-Spektrum. Das La-Spektrum hatte sein 
lokales Maximum bei 259 nm, was eindeutig auf das Vorliegen von Nukleinsäuren hinweist. 
Trotzdem war noch das Protein an der hohen Extinktion unterhalb von 230 nm im Spektrum 
erkennbar. Es handelte sich somit um ein Mischspektrum. Nukleasen-behandeltes La (+R/D) 
hingegen hatte sein lokales Maximum bei 265 nm, also in Richtung des proteintypischen 
Maximums nahe 280 nm verschoben. Außerdem war die Fläche unter der Kurve etwas 
niedriger, obwohl die Proteinkonzentration sogar höher war. Der Nukleinsäure-Anteil am 
Protein scheint durch den Nukleaseverdau erfolgreich reduziert worden zu sein. 
Neben La-Protein ist auch dessen N-terminale Domäne gemessen worden 
(Abbildung 9), die ebenfalls in zwei Fraktionen aufgereinigt wurde, eine mit und eine ohne 
Nukleasebehandlung. Es offenbarte sich ein ähnliches Ergebnis wie für das Volllängeprotein 
La. Die Kurve von LaN ohne Nukleinsäure-Verdau sah ähnlich aus wie die von La. Das 
lokale Maximum lag bei 259 nm, was für einen hohen Nukleinsäure-Anteil spricht. Die 
LaN (+R/D)-Kurve lag bei fast gleicher Konzentration weit unter der von unbehandeltem LaN 
und das Maximum war mit 264 nm weiter in Richtung Proteinspektrum (vgl. Abbildung 6) 
verschoben.






Abbildung 8:  UV-Spektren von La mit und ohne Nukleinsäure-Verdau. 
Für die Messung im UV-Spektrometer wurden La und DNase-/RNase-behandeltes La (+R/D) 1:5 in 
PBS verdünnt und 300 µl Probenvolumen eingesetzt. La hatte eine Konzentration von 0,5 µg/µl, 







Abbildung 9:  UV-Spektren der N-terminalen Domäne von La. 
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Die qualitative Spektralanalyse von La und dessen N-Terminus LaN demonstrierte 
im Vergleich zu La (+R/D) und LaN (+R/D) somit einen erfolgreichen Nukleaseverdau mit 
einem nachweisbar geringeren Nukleinsäure-Gehalt in den behandelten Proteinchargen. 
 
Mithilfe einer 1977 von Vernon F. Kalb, Jr., und Robert W. Bernlohr entwickelten 
Formel (Kalb und Bernlohr, 1977), welche die Absorptionswerte bei den Wellenlängen 
230 nm (A230) und 260 nm (A260) verwendet (Abbildung 10), konnten die absoluten 
Konzentrationen von Protein und Nukleinsäure berechnet werden (siehe Tabelle 2). Um die 
Proteine bezüglich des Nukleinsäure-Gehalts besser vergleichen zu können, wurden die 
Nukleinsäure- und Proteinkonzentrationen miteinander ins Verhältnis gesetzt. 
 
 
Protein-Konzentration [µg/ml]  =  183·A230 – 75,8·A260 
Nukleinsäure-Konzentration [µg/ml]  =  49,1·A260 – 3,48·A230 
 
Abbildung 10:  Formel zur Berechnung der Protein- und Nukleinsäurekonzentration aus UV-
Absorptionswerten. 
Die von Vernon F. Kalb, Jr., und Robert W. Bernlohr entwickelte Formel (Kalb und Bernlohr, 1977) 
dient der Berechnung der Protein- und Nukleinsäurekonzentration aus einer Mischlösung anhand der 




Tabelle 2:  Berechnung der Protein- und Nukleinsäurekonzentration aus UV-Absorptions-
werten. 
 
 La La (+R/D) LaN LaN (+R/D) 
A 230 1,304912 1,80911067 1,447726 1,225639 
A 260 0,71348867 0,502218 0,86035133 0,45121267 
Protein-Konzentration 
[µg/ml] 
184,716455 292,999128 199,719227 190,090017 
Nukleinsäure-Konzentration 
[µg/ml] 30,4911998 18,3631987 37,205164 17,8893182 
Verhältnis [N] / [P] 0,1650703 0,06267322 0,18628734 0,09410972 
 
A 230, A 260: Absorptionswerte bei den Wellenlängen 230 und 260 nm. 
[N]: Nukleinsäure-Konzentration [P]: Protein-Konzentration 
 
 
Die auf diese Weise ermittelten Proteinkonzentrationen stehen den im SDS-Gel 
abschätzungsweise ermittelten Konzentrationen gegenüber, die für die eigentliche Arbeit mit 
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dem Protein verwendet wurden (Tabelle 3). Auch nach Herausrechnung der 1:5-Proben-
verdünnung bei der Spektralanalyse durch Multiplikation mit dem Faktor 5 gibt es deutliche 




Tabelle 3:  Vergleich der berechneten und gemessenen Proteinkonzentrationen. 
 
 La La (+R/D) LaN LaN (+R/D) 
Konzentration berechnet 
[mg/ml] 
0,184716455 0,292999128 0,199719227 0,190090017 
Konzentration berechnet × 5 
[mg/ml] 
0,923582275 1,46499564 0,998596135 0,950450084 
Konzentration gemessen 
[mg/ml] 
0,5 1,8 0,7 0,7 
 
 
Das Verhältnis von Nukleinsäure zu Protein in [µg/ml] / [µg/ml] betrug demnach für 
La 0,165 und für La (+R/D) 0,0627 (Abbildung 11). Damit würde die La-Probe 2,6-mal mehr 
Nukleinsäure als La (+R/D) enthalten haben, der Nukleinsäure-Anteil verringerte sich also 
durch den Verdau auf 38 %. 
Für LaN sind die Verhältnisse 0,186 und für LaN (+R/D) 0,0941. Hier beinhaltete 
die Nukleasen-behandelte LaN-Variante 2,0-mal mehr Nukleinsäure, das heißt der Gehalt an 
Nukleinsäure sank durch RNase-/DNase-Behandlung von LaN auf 51 %. 
 
 
[N] / [P] von La  
= 
0,165  
=  2,63382504 
[N] / [P] von La (+R/D) 0,0627 
 
[N] / [P] von LaN  
= 
0,186  
=  1,97946974 
[N] / [P] von LaN (+R/D) 0,0941 
 
Abbildung 11:  Verhältnis des Nukleinsäure-Gehälter von unbehandeltem zu Nuklease-
behandeltem Protein. 
Die Nukleinsäure-Gehälter, die mit den Proteinkonzentrationen ins Verhältnis gesetzt wurden, werden 
in diesem Berechnungsschema nochmals von unbehandeltem zu Nuklease-behandeltem Protein ins 
Verhältnis gestetzt. [N]: Nukleinsäure-Konzentration [µg/µl], [P]: Protein-Konzentration [µg/ml] 
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Man kann aus diesen Versuchen schlussfolgern, dass die Proteine La und LaN mit 
Nukleinsäure kontaminiert waren, wobei davon auszugehen ist, dass es sich um gebundene 
Nukleinsäuren handelte. Deshalb ist zu testen, ob La-Protein und dessen N-Terminus ohne 
diese Nukleinsäuren aktivierend wirken. 
 
 
4.2.3  Quantifizierung und Differenzierung der an La gebundenen 
Nukleinsäuren mit RiboGreen® 
 
Um noch spezifischer nachzuweisen, dass die verschiedenen La-Proteine 
Nukleinsäuren enthalten, wurden mit der Substanz RiboGreen® Fluoreszenz-Färbungen 
durchgeführt, die zur Quantifizierung von Nukleinsäuren eingesetzt werden (Jones et al., 
1998). Zu Beginn einer Messung sollte immer eine Standardkurve mit dem Photometer 
erstellt werden (Abbildung 12). Der Hersteller lieferte dafür eine Standard-RNA sowie ein 
Messschema mit, mithilfe des höchsten RNA-Wertes wurde zuvor das Gerät kalibriert. Die 






Abbildung 12:  RiboGreen®-Standardkurve. 
Die RNA-Standardkurve wurde mittels mitgelieferter RNA nach Schema erstellt und zuvor das 
Fluoreszensgerät kalibriert. Die Fluoreszenz steigt im angegebenen Messbereich linear mit der 
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Um das Ergebnis der Messung von La und LaN beurteilen zu können, sind ihr 
Messungen von verschiedenen Nukleinsäuren mit RiboGreen® vorausgegangen 
(Abbildung 13). Dabei wurde gezeigt, dass sowohl ein- als auch doppelsträngigen RNAs und 
DNAs von RiboGreen® detektiert werden. Außerdem konnte der Verdau mit entsprechenden 
Nukleasen gemessen werden (Abbildung 13). Durch Zugabe von RNase oder DNase vor der 





Abbildung 13:  RiboGreen®-Messungen verschiedener Nukleinsäuren vor und nach Verdau mit 
RNase bzw. DNase. 
Zu Vergleichszwecken wurden verschiedene Nukleinsäuren mittels RiboGreen®-Reagent fluoreszenz-
gefärbt. Im nächsten Schritt wurden Nukleasen hinzugegeben, um den Verdau nachzuvollziehen und 
das Messverfahren zu testen. Die eingesetzten Mengen der Nukleinsäuren pro 1 ml Messküvette 
waren 300 ng E. coli-RNA, 200 ng Raji-RNA, 500 ng PolyIC-RNA, 500 ng Plasmid-DNA, 500 ng Oligo-
DNA und 250 ng doppelsträngige Oligo-DNA (je 125 ng komplementäre DNA, die hybridisiert wurde). 
Der Verdau betrug 15 Minuten mit 1 µl RNase A/T bzw. 1 µl DNase I bei Raumtemperatur. Die 
Fluoreszenzpunkte sind die vom Gerät wiedergegebenen relativen Intensitätswerte für den vor 




Alle gemessenen Nukleinsäuren waren sowohl mit RiboGreen® detektierbar als 
auch mit Nukleasen verdaubar. Die gemessenen Fluoreszenzpunkte korrelierten nicht exakt 
mit der eingesetzten Menge an Nukleinsäuren, gemessen am RNA-Standard. Zudem 
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offenbarte sich eine Diskrepanz zwischen photometrisch bestimmter Nukleinsäure-
Konzentration und Fluoreszenzintensität. Kurze Oligo-DNA besaß ein höheres Fluoreszenz-
potenzial als lange Plasmid-DNA. Für den rein qualitativen Nachweis von Nukleinsäure und 
für die Differenzierung zwischen RNA und DNA ist diese Ungenauigkeit aber von 
untergeordneter Bedeutung. 
Nun sollte mit dieser Methode bestätigt werden, dass die Proben von La, La (+R/D), 





Abbildung 14:  RiboGreen®-Messung von je 25 µg La und LaN und deren DNase/RNase-
behandelten Varianten. 
Es wurde der Nukleinsäure-Gehalt mittels RiboGreen®-Reagent von den vier hergestellten La-
Varianten (La, LaN sowie jeweils deren bei Aufreinigung mit Nukleasen behandelte Fraktion) nach 




Bei der RiboGreen®-Messung in Abbildung 14 wurden von allen Proteinen 25 µg 
eingesetzt. Eindeutigerweise hatten La und sein N-Terminus LaN erhebliche Mengen an 
Nukleinsäure gebunden, deren Menge grob geschätzt durch Vergleich mit dem RNA-
Standard zwischen 200 und 1000 ng pro 25 µg Protein liegen könnte, falls alle vorliegende 
Nukleinsäure durch Ribogreen® gebunden wurde und unter Vernachlässigung von Mess-
ungenauigkeiten bei evtl. inhomogenen Nukleinsäure-Lösungen. LaN beinhaltete qualitativ 
mehr Nukleinsäure als La-Volllängeprotein. Während der Aufreinigung mit Nukleasen 
behandeltes La (+R/D) und LaN (+R/D) erschienen hier mit weniger als 100 
Fluoreszenzpunkten nahezu Nukleinsäure-frei. Die Ergebnisse spiegeln etwas anderes als 
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die UV-Spektralanalyse wider, wo trotz Nukleaseverdau Spektren mit Nukleinsäure-
Charakter gemessen wurden. 
Im nächsten Versuch wurden die zuvor unbehandelten Proben La und LaN vor der 
Messung einem Verdau mit DNase I oder RNase A/T unterzogen, um die Identität der 








Abbildung 15:  RiboGreen®-Messung von unbehandeltem La und LaN vor und nach Verdau mit 
RNase und DNase. 
25 µg La-Volllängeprotein (A) und LaN (B) wurden unbehandelt gelassen, mit RNase oder DNase 
verdaut und eine RiboGreen®-Messung durchgeführt. Der Versuch mit La-Volllänge (A) als auch der 




Es zeigte sich in Abbildung 15 A für La-Volllängeprotein eine deutliche Abnahme 
um mehr 60 % der Fluoreszenz durch die Behandlung mit RNase, also ist mit großer 
Wahrscheinlichkeit der größere Anteil der Nukleinsäure RNA. DNase führte zu einer vier-
fachen Fluoreszenzzunahme, die etwas kontrovers zu beurteilen ist. In Einklang mit dem 
Ergebnis, dass kurze stärker fluoresziert als lange DNA (siehe Abbildung 13, Oligo-DNA und 
Plasmid-DNA), könnte hiesiges Ergebnis eine Fragmentierung und unvollständigen Verdau 
von DNA anzeigen. Daher wurde der Versucht mit längerer Verdauzeit wiederholt, das 
Ergebnis war das gleiche (Daten nicht enthalten). 
Das Ergebnis des RNA- und DNA-Verdaus war für LaN (Abbildung 15 B) sehr viel 
eindeutiger als für La-Volllängeprotein. Bei höherer Ausgangsfluoreszenz mit der Fluoro-
meter-Kalibrierung (im Vgl. zu Versuch in Abbildung 14) reduzierte sich die Fluoreszenz bei 
LaN durch RNase auf unter 10 %. Damit lag bei LaN fast nur RNA vor. Bei gleicher 
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eingesetzter µg-Menge von La und LaN, aber halber Proteingröße von LaN und also 
doppelter molarer Proteinmenge ist das Verhältnis gemessene RNA-Menge und molare 
Proteinmenge bei La und LaN etwa gleich groß. 
Der Verdau bei LaN mit DNase führte wie bei La-Volllängeprotein zu keiner 
Abnahme, evtl. sogar eher zu einer Zunahme. Dieser Versuch wurde ebenfalls zweimal mit 
längerer Verdauzeit und gleichem Ergebnis durchgeführt (Daten nicht gezeigt) Die Werte 
lagen nach DNase-Verdau nahe der geräteinternen Obergrenze von 5000, aber für die 
Aussage, dass der Wert nicht kleiner wurde, war die Messung ausreichend. Bei kaum noch 
Fluoreszenz nach RNase-Verdau wurde auf eine Wiederholung des DNase-Versuches an 
LaN mit anderer Kalibrierung verzichtet. Der geringe DNA-Anteil am N-Terminus lässt sich 
durch nicht vorhandene DNA-Bindungsstelle erklären. 
 
 
4.3  Aktivierungsversuche mit slanDCs, der Hauptpopulation von 
mDCs 
 
Das La-Protein ist ein bedeutendes Autoantigen bei den Autoimmunkrankheiten 
Lupus Erythematodes und Sjögren-Syndrom (Wolin und Cedervall, 2002). SlanDCs nehmen 
im Immunsystem eine Schlüsselfunktion ein und treten bei diesen Erkrankungen mit La in 
Interaktion. In folgenden Experimenten soll herausgefunden werden, ob bakteriell her-
gestelltes La in der Lage ist, isolierte slanDCs, die Hauptpopulation von mDCs, aus Blut von 
gesunden Personen zu aktivieren. Und es stellt sich die Frage, ob der gebundene bakterielle 
Nukleinsäure-Gehalt damit im Zusammenhang steht. 
Die Isolation der slanDCs erfolgte aus Spenderblut von gesunden Menschen. In 
einem Kulturmedium maturierten die Zellen bei 37 °C innerhalb weniger Stunden, nach 4 
Stunden wurden die prokaryontisch hergestellten La-Proben und als Positivkontrolle LPS 
(Schäkel et al., 2002) hinzugegeben. Nach insgesamt 24 Stunden wurden im Überstand die 
Konzentration von TNF-α gemessen sowie Oberflächenmarker analysiert. Jede Probe wurde 
dreimal angesetzt (Triplets) und aus den gemessenen Werten der Mittelwert und die 
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4.3.1  La und slanDCs 
 
Das folgende Experiment war das initiale Experiment dieser Arbeit. SlanDCs von 
drei verschiedenen Spendern wurden mit dem bakteriell exprimierten humanen La-Protein, 
das einen His-Tag enthielt und mittels Nickel-NTA-Säule über Affinitätschromatographie 
aufgereinigt wurde, stimuliert (Abbildung 16). Als Positivkontrolle wurde LPS benutzt. Als 
Maß für die Aktivierung wurde die TNF-α-Konzentration mittels ELISA gemessen und 
verglichen. Da TNF-α ein Zytokin ist, das nur nach Stimulierung produziert wird, kann dessen 





Abbildung 16:  TNF-α-Messung in Überständen von slanDC-Kulturen nach Stimulation mit La 
und LPS. 
SlanDCs wurden aus Blut von drei gesunden Spendern isoliert. Je 105 Zellen in 200 µl Medium 
wurden in einer 96-well-Mikrotiterplatte in Kultur gebracht. Nach 4 Stunden Maturierung wurden zu 
den gereiften Immunzellen 10 µl PBS mit 28 pmol La-Protein, als Positivkontrolle 2 ng Lipopoly-
saccharid (LPS) oder als Leerwert reine PBS-Lösung hinzugegeben und 20 Stunden inkubiert. In den 
Überständen wurde mittels ELISA die TNF-α-Konzentration bestimmt. Die dargestellten Werte sind 
Mittelwerte einer Dreifachbestimmung mit Standardabweichung. 
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Bei allen drei Spendern führte die Zugabe von La und LPS zu einer Ausschüttung 
von TNF-α in das Zellmedium. Somit war dieses La-Protein in der hier eingesetzten Menge 
(28 pmol) ein potenter slanDC-Stimulator, vergleichbar mit LPS. Die Spender produzierten 
etwas unterschiedliche Mengen an TNF-α. Die Zellen waren trotz gleicher Anzahl und 
ähnlich guter Reinheit von > 90 % etwas unterschiedlich potent, auch gab es bei Spender 2 
einen Unterschied zwischen LPS und dem aufgereinigten La. 
Des Weiteren wurde nach dem 24-Stunden-Versuch die Zelloberfläche auf zwei 
Oberflächenproteine mit dem FACS-Gerät analysiert (Durchflusszytometrie mit Antikörper-
färbung), die im Rahmen der Maturierung und Aktivierung hochreguliert werden 
(Abbildung 17). Die Ergebnisse der Messung wurden in Abbildung 18 zusammengefasst. 
HLA-DR wird bei allen slanDCs im Rahmen der Maturierung hochreguliert (Schäkel et al., 
2006). CD83 ist ein spezifischer Marker für DCs und kann ebenfalls erst nach einigen 
Stunden Kultur gemessen werden, wenn die Zellen aufgrund der Abwesenheit von 
Erythrozyten unter in vitro-Verhältnissen maturieren (Zhou und Teder, 1995) (Schäkel et al., 
2006). 
In beiden Färbungen war nach 24 Stunden Kultur ein signifikanter Anstieg der 
geometrischen mittleren Fluoreszenzintensität (GM) zu erkennen (Abbildung 17). HLA-DR 
wurde hochreguliert, was den Maturierungsprozess widerspiegelt. Bezüglich der HLA-DR-
Expressionsrate gab es keinen nennenswerten Unterschied zwischen stimulierten DCs und 
dem Kontrollansatz.  
In der CD83-Färbung (Abbildung 17 C) erkennt man weiterhin die Verschiebung im 
Rahmen der Maturierung vom ersten zum zweiten Diagramm (unbehandelte DCs), analog 
zur HLA-DR-Messung. Zusätzlich war bei La- und LPS-behandelten Zellen eine deutlich 
stärkere Zunahme der Fluoreszenzintensität als bei unbehandelten DCs zu verzeichnen. 
Dieses Ergebnis korrelierte qualitativ mit dem Ergebnis der TNF-α-Messung im Zellüberstand 
(siehe Abbildung 16). Zur weiteren Veranschaulichung wurden die mittleren Fluoreszenz-
intensitäten der HLA-DR- und CD83-Färbung in einem Säulendiagramm zusammengefasst 
(Abbildung 18). 














Abbildung 17:  Untersuchung von slanDCs auf HLA-DR und CD83 vor und nach 24h-Kultur mit 
Aktivierung duch La-Protein. 
Frisch isolierte SlanDCs wurden direkt (0 h) und nach der 24-stündigen Kultur ohne und mit 
Stimulation durch La oder LPS mit direkten HLA-DR- und CD-83-Antikörpern gefärbt und mittels FACS 
gemessen. Die Zellen stammten von einem der Spender aus Abbildung 16. Tote Zellen sowie nicht-
slanDCs wurden im Ansichtsmodus „forward und sideward scatter“ ausgeschlossen. Die jeweils linke 
Abbildung zeigt nicht maturierte DCs vor Stimulation. Die drei rechten Bilder zeigen einen 
unstimulierten, einen La-stimulierten und einen LPS-stimulierten Ansatz. A zeigt die dotplots mit den 
HLA-DR- und CD83-Antikörpern unterschiedlicher Fluoreszenz in der X- und Y-Achse. Die Einteilung 
in Quadranten dient der besseren Erkennung einer Verschiebung der Punktwolken, die Prozentzahlen 
stehen für den Anteil der Ereignisse im jeweiligen Quadranten. In B und C sind die Histogramme für 
die HLA-DR- und CD83-Färbung mit Hinterlegung des 0 h-Histogramms bzw. des Histogramms für 
den Ansatz ohne Stimulation (DC) dargestellt. 








Abbildung 18:  Darstellung der mittleren Fluoreszenzintensitäten nach Färbung der slanDCs 
mit HLA-DR- und CD83-Antikörpern. 
Das Säulendiagramm fasst die Ergebnisse der Abbildung 17 durch Darstellung der geometrischen 




Die Ergebnisse der slanDCs-Oberflächenfärbung korrelierten mit denen der TNF-α-
Messung im Kulturmedium. Die Hochregulierung der HLA-DR-Rezeptoren als Zeichen der 
Maturierung nach wenigen Stunden Kultur konnte in der Messung aller Versuchsansätze 
bestätigt werden. Ebenfalls stieg die Ausprägung des spezifischen DC-Markers CD83. 
Dieser demonstrierte hier jedoch nicht nur die Maturierung, sondern spiegelte zudem durch 
einen weiteren Anstieg auf La und LPS aktivierten slanDCs den Aktivierungsgrad wider. 
Nach Bestätigung des TNF-α-Verfahrens zur Messung der Aktivierung von slanDCs durch 
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4.3.2  Immunstimulierende Kapazität von bakteriell exprimiertem La nach 
RNase- und DNase-Behandlung 
 
Nach erneuter Herstellung von La-Protein und Erweiterung um einen kombinierten 
DNase- und RNase-Verdau bei einer Teilmenge des hergestellten Proteins (siehe 
Ergebnisse Kap. 4.1, La (+R/D)) wurden nun die Aktivierungsversuche von slanDCs 
wiederholt. Die Menge an nötigem La, um eine Aktivierung zu erreichen, wurde in 
Verdünnungsversuchen ermittelt (Abbildung 21). Dabei waren 5 pmol La immer ausreichend. 
Hingegen konnten 5 pmol La (+R/D) kaum noch eine Immunstimulation erreichen 




        Spender 1     Spender 2       Spender 3 
      
 
Abbildung 19:  Stimulationsversuch von slanDCs durch La und DNase/RNase-behandeltes La. 
SlanDCs von drei Spendern wurden alleine, mit 5 pmol unbehandeltem La oder mit 5 pmol La, das 
RNase/DNase verdaut wurde (+R/D), in 200 µl Medium kultiviert. Nach 24 h wurde die TNF-α-
Konzentration im Zellüberstand mittels ELISA bestimmt. In jedem Ansatz waren hier 104 Zellen. 
Dargestellt sind die Mittelwerte einer Dreifachbestimmung und deren Standardabweichungen. 
 
 
Offensichtlich wies bakteriell hergestelltes La-Protein, das vor Aufreinigung mit 
DNase und RNase behandelt wurde, fast keine immunstimulatorische Wirkung auf slanDCs 
auf. Des Weiteren erkennt man, dass slanDCs eine unterschiedliche Kapazität zur TNF-α-
Produktion nach Stimulation hatten. SlanDCs vom Spender 1 produzierten zehnmal mehr 
TNF-α als die der beiden anderen Spender. 
 






Abbildung 20:  Zusammenfassung von vier slanDC-Aktivierungsversuchen mit La und 
La (+R/D). 
Die Ergebnisse der drei Versuche mit 5 pmol Protein aus Abbildung 19 und die eines weiteren 
Spenders wurden jeweils auf den Wert von slanDC + La („DC + La“) normiert, der als 100 % 
Aktivierung festgelegt wurde. Die arithmetischen Mittelwerte und Standardabweichungen aller 
Dreifachbestimmungen wurden durch den Wert „DC + La“ des jeweiligen Spenders dividiert. Dadurch 
ergab sich für „DC + La“ der Wert 100 % und für die anderen beiden Ansätze Mittelwerte einer 
Prozentzahl von der maximalen TNF-α-Produktion mit Standardabweichung. Die statistische 
Signifikanz wurde mit dem Student’schen t-Test ermittelt (*** p<0,001). 
 
 
Den Aktivierungsversuchen mit 5 pmol sind Versuche vorangegangen, in denen die 
Konzentration von La ausprobiert wurde, die für eine gute Stimulation von slanDCs not-
wendig war. In Teil A der Abbildung 21 ist nochmals Spender 1 von Abbildung 19. Bei 
diesem Spender war die Reaktivität gegenüber LPS deutlich höher als gegen La bzw. gegen 
dessen gebundene Nukleinsäuren. 28 pmol sind trotzdem deutlich aktivierend, 0,28 pmol ist 
fast auf dem Level des Leerwertes. Es wurde sich im Verlauf auf 5 pmol La-Protein für alle 
Versuche festgelegt. Der Versuch in Teil B der Abbildung 19 sowie alle weiteren Versuche 
zeigten eine sichere Stimulierung durch diese Menge, 0,5 pmol waren hier nicht sicher 
stimulierend. 
In weiteren Versuchen wurde die 10-fache Menge La (+R/D) eingesetzt (50 pmol), 
um im Falle ungenauer Proteinkonzentrationen durch mögliche Fehlmessungen wegen 
unterschiedlichem UV-Spektralverhalten bei nachweislich anderem Nukleinsäure-Gehalt das 
Ergebnis der niedrigeren immunstimulatorischen Kapazität von La (+R/D) gegenüber La 
(unbehandelt) zu bekräftigen (Abbildung 22 und Abbildung 23). 
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Abbildung 21:  Stimulation von slanDCs durch unterschiedliche Mengen La-Protein. 
Zur Testung der Potenz von La slanDCs zu stimulieren wurden verschiende Mengen auf slanDCs 
gegeben. Bei diesen Versuchen wurden 104 Zellen pro Ansatz verwendet, nach vier Stunden das 
Stimulans La oder als Kontrolle 2 ng LPS hinzugegeben und nach 24 Stunden im Überstand ein TNF-
ELISA durchgeführt. In A werden Ergebnisse von Spender 1 aus Abbildung 19 gezeigt. In B wurde 
keine LPS-Kontrolle mitgeführt, 5 pmol La waren bekannterweise in allen Versuchen der Positiv-







Abbildung 22:  SlanDC-Aktivierung mit 5 pmol La und 50 pmol DNase/RNase-behandeltem La. 
 
5 pmol La und 50 pmol DNase/RNase-behandeltes La (+R/D) wurden während der Kultur auf die 
slanDCs von insgesamt 9 Spendern gegeben und wieder die TNF-α-Konzentrationen im Überstand 
mittels ELISA gemessen. Hier abgebildet sind die Ergebnisse der Dreifachbestimmungen mit 
Standardabweichung. In den Ansätzen der Spender 5 und 7–9 waren 104 Zellen, bei Spender 4 
5 × 104, bei den anderen 105 Zellen. 




Bei der Gabe der zehnfachen Menge behandeltem La (+R/D) auf die slanDCs war 
nun eine signifikante Immunstimulanz zu verzeichnen (Abbildung 22, graue Säulen). Jedoch 
war diese immer noch niedriger als die von nicht Nuklease-behandeltem La-Protein 
(schwarze Säulen). Die DCs zeigten erneut (vgl. Abbildung 19) unterschiedliche TNF-α-
Reaktivititäten zwischen über 3000 pg/ml (Spender 1) und unter 500 pg/ml (Spender 9) auf 





Abbildung 23:  Zusammenfassung der neun slanDC-Aktivierungsversuche mit 5 pmol La und 
50 pmol La (+R/D). 
Die Abbildung fasst die Ergebnisse der neun Versuche aus Abbildung 22 zusammen. Die Berechnung 
der Werte erfolgte analog zu Abbildung 20 durch Normierung auf 100 % Aktivierung, die hier slanDCs 
mit 5 pmol La sind. Die mit dem Student’schen t-Test ermittelte statistische Signifikanz hatte das 




Das Ergebnis dieser neun slanDC-Versuche mit der zehnfachen Menge La (+R/D) 
zeigte trotz leichter Aktivierungstendenzen ein eindeutiges und signifikantes Ergebnis, das 
die Resultate der vorangegangenen Untersuchung (Abbildung 20) erhärtete. Selbst zehnmal 
mehr La (+R/D) war signifikant weniger potent, slanDCs zu einer Ausschüttung von TNF-α 
anzuregen, als unbehandeltes La. 
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4.3.3  Das Teilprotein LaN (N-terminale Domäne von La) 
 
Da slanDCs keinen TLR9 tragen und daher nur RNA erkennen, ist für die 
Untersuchung mit slanDCs vor allem der N-Terminus von Interesse. Dieser beinhaltet das 
typische RRM (RRM1), eine RNA-Bindestelle, und als potenzielle weitere Bindungsstelle das 
La-Motiv. LaN wurde genauso wie das Volllängeprotein in zwei Fraktionen aufgereinigt, eine 
von diesen mit DNase-/RNase-Verdau (siehe Ergebnisse 4.1).  
Es erfolgten Verdünnungsversuche für LaN mit 50, 5 und 0,5 pmol eingesetztem 
Protein (Abbildung 24). Während 5 pmol LaN das Aktivierungsniveau von der Positivkontrolle 
LPS erreichten, waren 5 pmol LaN bereits auf Leerwertniveau. Somit wurden analog zu La-
Volllängeprotein weitere Versuche mit 5 pmol LaN durchgeführt. 
Die Aktivierungsversuche mit slanDCs von insgesamt 18 Spendern mit 5 pmol LaN 






Abbildung 24:  Aktivierung von slanDCs durch verschiedene Mengen LaN. 
Stimulationsversuch durch unterschiedliche Mengen LaN ohne und mit Nukleasenbehandlung 
während der Aufreinigung (+R/D). Dargestellt ist Spender 16 aus Abbildung 25. Eingesetzt wurden in 
diesem Versuch 104 Zellen. Positivkontrolle waren 2 ng LPS. Der Versuchsaufbau entspricht dem der 
Vorversuche mit TNF-α-Messung im ELISA, Dreifachbestimmungen und Berechnung des Mittelwertes 
mit Standardabweichung.  
 
 







Abbildung 25:  Stimulationsversuch von slanDCs durch LaN und Nukleasen-behandeltes 
LaN (+R/D). 
Nach ebenfalls prokaryontischer rekombinanter Herstellung des N-Terminus von La und teilweiser 
Behandlung mit RNase und DNase während der Aufreinigung LaN (+R/D) wurden ebenfalls 
Aktivierungsversuche mit slanDCs von insgesamt 18 Spendern und nachfolgendem TNF-α-ELISA 
durchgeführt. Auf die Zellen wurden jeweils 5 pmol Protein gegeben. Die Ansätze der Spender 16–18 
beinhalteten 104 Zellen, die des Spenders 9 5 × 104 Zellen, die restlichen 105 Zellen. Alle Ansätze 
wurden dreimal durchgeführt, dadurch ergaben sich die dargestellten Standardabweichungen  
 
 
Bei allen Spender-slanDCs ist eine signifikante TNF-α-Produktion nach Stimulation 
mit LaN gemessen worden. Die Nuklease-Behandlung während der Aufreinigung senkte das 
immunstimulatorische Potenzial von LaN abgesehen von zwei Ausreißern (Spender 1 und 
10) auf fast Leerwert-Niveau. 











Abbildung 26:  Zusammenfassung der slanDC-Versuche von 18 Spendern mit 5 pmol LaN und 
LaN (+R/D). 
Die 18 Dreifachbestimmungen der TNF-α-Konzentration von den slanDC-Spendern aus Abbildung 25 
nach Aktivierung durch LaN und RNAse-/DNase-behandeltem LaN wurden in A auf ihren 
spendereigenen Wert „DC + LaN“, der 100 % gesetzt wurde, normiert. Aus diesen Werten erfolgte die 
Berechnung des Mittelwertes und der Standardabweichung, hier als Säulen dargestellt. Das 
Signifikanzniveau nach dem Student’schen t-Test war p<0,001 (***). B zeigt alle Werte aus 
Abbildung 25 zusammen in einem Punktdiagramm (dotplot) aufgetragen, wobei die Zuordnung zu den 
Spendern und der Werte zueinander dadurch nicht mehr möglich ist. Die horizontalen Linien bilden die 
Medianwerte ab. Der Student’sche t-Test zur Ermittlung des statistischen Signifikanzniveaus wurde 
hier als gepaarter t-Test unter Vernachlässigung der Standardabweichung der Einzelwerte (da 
Triplets) durchgeführt, es ergab sich weiterhin ein p<0,001 (***). 
 
 
Die Anzahl an Spendern erbrachte die signifikante Aussage, dass LaN (+R/D) 
wesentlich weniger immunstimulierend als unbehandeltes LaN wirkte (Abbildung 26, A). In 
Abbildung 26 B wurden alle absoluten TNF-α-Werte der 18 Spender in einem Punkt-
diagramm (dotplot) dargestellt. Es können darin zwar nicht mehr die einzelnen Punkte 
bezüglich des Spenders zugeordnet werden, aber die Aktivierung durch LaN und die 
Ausreißerwerte bei LaN (+R/D) sind noch einmal gut veranschaulicht. 
Die slanDC-Aktivierungsversuche erbrachten zusammengefasst sowohl für La- 
Volllängeprotein als auch für dessen N-terminale Proteinhälfte mit der RNA-Bindedomäne 
bei der in dieser Arbeit erfolgten prokaryontischen rekombinanten Proteinaufreinigung ein 
hohes immunstimulatorisches Potential, vergleichbar mit LPS. Die Behandlung der Proteine 
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4.3.4  Die Reaktion von slanDCs auf eukaryontische und prokaryontische 
RNA sowie CpG-DNA 
 
Zur Vervollständigung der Stimulationsversuche mit La und SlanDCs folgten 
Versuche mit eukaryontischer und prokaryontischer RNA. Aus E. coli-Bakterien, Spender-
PBMCs sowie in unserem Labor verfügbaren Raji-und U937-Zelllinien wurden RNA-Total-
extrakte mittels TripPure erzeugt. Außerdem stand isolierte CpG-reiche DNA zur Verfügung. 
Zu testen war, ob E. coli-RNA slanDCs aktivieren würde, was über den TLR3 (für 
doppelsträngige RNA) oder TLR7 (für einzelsträngige RNA) möglich wäre (Abbildung 27). 
Isolierte eukaryontische RNA sollte keine Stimulation hervorrufen. Die Versuche mit E. coli-
RNA sind als Positivkontrolle für die Stimulation von slanDCs durch La zu verstehen, da sehr 
wahrscheinlich gebundene bakterielle RNA für die Stimulation von La verantwortlich ist. 
E. coli-RNA wurde im Versuch im µg- und ng-Bereich eingesetzt, beide Ansätze waren 
stimulierend. Das Niveau der Aktivierung ist vergleichbar mit der Positivkontrolle LPS und 
den mitgeführten La- bzw. LaN-Proben. Keine Aussage kann über den hier erfolgten 
Aktivierungsmechanismus getroffen werden. 
 















Abbildung 27:  Aktivierung von slanDCs durch E. coli-RNA, eukaryontische RNA und CpG-
DNA. 
E. coli-RNA und eukaryontische RNA wurde mittels TriPure aufgereinigt und paralell zu La oder LaN 
nach vier Stunden Vorkultur auf slanDCs gegeben. Nach 24 Stunden wurde die TNF-α-Konzentration 
per ELISA in den Überständen der Dreifachansätze bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte mit 
Standardabweichung. A Die Versuchsansätze sind 1 µg E. coli-RNA, 2 ng LPS als Positivkontrolle und 
5 pmol La-Volllänge. In B wurden ebenfalls 2 ng LPS sowie 5 pmol LaN und die angegebenen 
Mengen einer anderen E. coli-Aufreinigung auf die Zellen gegeben. C und D sind Ansätze zwei 
verschiedener Spender mit 1 µg Raji-RNA, 1,883 µg U937-RNA, 2 ng LPS sowie 5 pmol La und LaN. 
E Verwendet wurden 1 µl konzentrierte CpG-reiche DNA, 0,2 ng LPS und 28 pmol La-Volllänge. 
4. Ergebnisse Seite 81 
 
 
Raji-Zellen und U937-Zellen sind neoplastische Lymphozyten-Zellreihen. Da 
humanen Ursprungs sollte deren isolierte RNA DCs nicht aktivieren. Eingesetzt wurden 1 
bzw. 1,883 µg reine RNA. Auch hier wurde La, LaN und LPS als Positivkontrollen mitgeführt. 
Die eukaryontischen RNA-Ansätze in Abbildung 27 riefen keine Aktivierung der slanDCs 
hervor. 
CpG-reiche DNA sollte ebenfalls nicht stimulieren, da slanDCs wie alle mDCs 
keinen TLR9 tragen. Daher war die Aktivierung der slanDCs durch La bzw. LaN wenn einer 
Nukleinsäure, dann RNA zuzuschreiben. In Abbildung 27 hatte der slanDC-Ansatz mit CpG-
DNA tatsächlich Leerwert-Niveau. 
 
Als letzter Versuch dieser Arbeit wurde von Nukleinsäure befreites LaN (+R/D) 
gemeinsam mit eukaryontischer RNA auf slanDCs gegeben (Abbildung 28). Es bestand die 
Frage, ob La ähnlich dem Peptid LL-37 auch mit körpereigenen Nukleinsäuren 
immunstimulierende Komplexe bildet. Vor dem Ansatz wurde LaN (+R/D) mit der RNA bei 
Raumtemperatur für 15 Minuten in PBS-Lösung inkubiert. Verschiedene Mengen unter-
schiedlicher RNA wurden getestet. In keinem Ansatz konnte jedoch eine Aktivierung von 
slanDCs verzeichnet werden, die der Kontrolle LPS oder unbehandeltem LaN nahe kam. 
Ein Experiment mit LaN (+R/D), deren Daten hier nicht dargestellt sind, konnte eine 
RNAse-Aktivität in der Probe aufzeigen. Sowohl in einer Ribogreen-Fluoreszenzmessung mit 
eukaryontischer RNA als auch mittels UV-Spektrometer sanken die gemessenen OD-Werte 











Abbildung 28:  Reassoziation eukaryontischer RNA mit LaN (+R/D) und slanDC-Stimulierung. 
(Abbildung auf nächster Seite) 
Für diesen slanDC-Stimulierungsversuch wurde eukaryontische RNA von Raji-Zellen (A), U937-Zellen 
(B) und PBMCs (C) mit während der Aufreinigung DNAse/RNase-verdautem LaN (+R/D) auf 105 
slanDCs pro Ansatz gegeben. Zuvor erfolgte eine 15-minütige Inkubation bei Raumtemperatur mit 
Nuklease-verdautem LaN (+R/D). LPS wurde mit 2 ng, unverdautes und verdautes La und LaN mit 
5 pmol eingesetzt. Die PBMC-RNA-Menge in C betrug 1 µg. Alle Ansätze wurden dreimal 
durchgeführt und der Mittelwert mit Standardabweichung aus den TNF-α-ELISA-Messungen 
bestimmt. 















La-Protein kann DNA und RNA binden (Wolin und Cedervall, 2002) (Bai et al., 
1994) (Faura et al., 1996) (Gajiwala und Burley., 2000) (Dong et al., 2004). Neben dem 
humanen Protein selbst kommen also grundsätzlich auch bakterielle DNA und RNA in Frage, 
die aufgrund der Produktion des Proteins in Bakterien daran gebunden und für eine 
immunstimulierende Eigenschaft verantwortlich sein könnten. Das RRM1 auf dem N-
Terminus ist die bekannte RNA-Bindungsstelle, das C-terminale RRM2 hingegen kann 
alleine keine RNA binden und hat eigentlich nur eine beeinflussende Funktion auf die RNA-
Bindung des Gesamtproteins. Für DNA bietet nur das N-terminale La-Motiv eine potenzielle 
Bindestelle. Wegen seiner Nukleinsäure-Bindestellen wurde in der Arbeit der N-terminalen 
Abschnitt von La näher untersucht. 
Weiterhin war eine bestimmte Eigenschaft der im Versuch verwendeten slanDCs in 
die Vorüberlegungen mit einzubeziehen: Sie besitzen keinen TLR9. Sie können folglich nur 
durch bakterielle RNA, nicht aber durch DNA, aktiviert werden. 
 
 
5.1  Erläuterungen zur Herstellung der Proteine La und dessen N-
terminaler Domäne 
 
Nachdem erstmals bakteriell rekombinant hergestelltes La-Protein auf slanDCs, 
also mDCs, gegeben wurde, konnte ein immunstimulatorisches Potenzial u. a. anhand des 
TNF-α-Gehalts des Zellüberstandes gemessen werden (siehe Kap. 4.3.1  La und slanDCs). 
Eigentlich sollten körpereigene Proteine toleriert werden, weshalb die Hypothese aufgestellt 
wurde, dass bakterielle Nukleinsäuren an das Nukleinsäure-Bindeprotein La gebunden sein 
könnten. Dies konnte nach Aufreinigung eines Nukleinsäure-Bindeproteins im low-salt-
Verfahren mit 150 mM NaCl in PBS und entsprechenden Untersuchungen nachgewiesen 
werden (siehe Kap. 4.2). Erneut wurde La-Protein über die Nickel-Affinitätschromatographie 
mithilfe der His-Tag-Markierung und Imidazolkompetition im Elutionspuffer hergestellt, 
schließlich auch der separate N-Terminus wegen seiner RNA-Bindeeigenschaften. Diesmal 
jedoch wurde bei einer Fraktion ein Verdau mit DNase und RNase eingefügt, womit 
weitgehend Nukleinsäure-freie Proteinchargen entstehen konnten (QIAGEN, 2011). Später 
würden für diese Proteinaufreinigung jedoch keine DNA-/RNA-Bindeversuche oder eine Re-
Assoziation mit anderer DNA/RNA problemlos möglich sein, da nun einer Verunseinigung mit 
RNase/DNase vorliegen kann. 
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Weitere Methoden zur Aufreinigung von DNA-bindenden Proteinen arbeiten mit 
unspezifischer oder sequenzspezifischer DNA-Affinitätschromatographie (Gadgil et al., 
2001), einem Prinzip, das mit RNA-gebundenen Säulen auch mit RNA-Bindeproteinen wie 
La gehen sollte. Eine andere Möglichkeit bieten Heparin-beladene Säulen, da dieses 
sulfatierte Polysaccharid stark negativ geladen ist, so Nukleinsäuren imitiert und für Nuklein-
säure-Bindeprotein- und Enzymaufreinigungen verwendet werden kann (Scopes, 1994). 
Ansonsten können Nukleinsäure-bindende Proteine über die Ausfällung mit Ammoniumsulfat 
von Nukleinsäuren befreit werden (Marceau, 2012), oder über einen zusätzlichen Wasch-
schritt mit konzentrierter NaCl von 1–2 M („high salt“), wenigstens jedoch 500 mM, zur 
Lösung der DNA-/RNA-Proteinbindung. Auch können damit nicht verdaute, evtl. durch das 
Protein geschützte Nukleinsäure-Reste entfernt werden (Kang et al., 2007). Die Aufreinigung 
von La ohne Nukleinsäure-Verdau, aber mit solchen high salt-Waschschritten, hat jedoch in 
Versuchen im Rahmen dieser Arbeit nicht den erhofften Nukleinsäure-befreienden Erfolg 
gebracht (Daten nicht enthalten). 
Im Folgenden wurden mit Westernblots und Antikörperfärbungen gegen den His-
Tag, gegen ein C-terminales Epitop (7B6) und gegen zwei N-terminale Epitope (5B9 und 
SW5) die Proteine spezifisch nachgewiesen und somit die erfolgreiche Aufreinigung gezeigt 
(Kap. 4.2.1  Westernblots und Färbung mit verschiedenen Antikörpern). 
 
 
5.2  Ist an bakteriell gewonnenem La-Protein Nukleinsäure 
gebunden? 
 
Um Nukleinsäuren qualitativ nachzuweisen und auch quantitativ zu messen gibt es 
eine breite Palette an Methoden. Schnell und unkompliziert ist z. B. die sehr alte Methode 
der Extinktionsmessung bei UV-Licht mit dem Photometer. Bei reinen Nukleinsäure-
Lösungen wird gewöhnlich die OD (Optische Dichte) bei 260 nm gemessen, da dort das 
lokale Maximum liegt (Wyatt, 1951) (Gallagher und Desjardins, 2008). Proteine haben 
Maxima bei 205 nm (Peptidbindung) und 280 nm (aromatische Aminosäuren), wobei es stark 
davon abhängt, wieviele und welche aromatischen Aminosäuren in dem Protein vorkommen. 
Phenylalanin hat seine maximale Absorption bei 257 nm und weitere Maxima bei 206 nm 
und 188 nm, Tyrosin bei 279 nm und 219 nm und Tryptophan bei 275 nm, 222 nm und 
193 nm. Dabei haben Tyrosin und Tryptophan bei ihren Extinktionsmaxima von 279 nm und 
275 nm einen höheren Absorptionskoeffizienten als Phenylalanin bei 257 nm und prägen 
damit das Proteinspektrum, so dass gewöhnlich das relevante Extinktionsmaximum von 
Proteinen bei etwa 280 nm liegt (Simonian und Smith, 2006). Man kann aus den 
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Extinktionswerten die Konzentrationen berechnen. Es wurde in den 70er Jahren von Vernon 
F. Kalb und Robert W. Bernlohr eine Formel entwickelt, mit der sogar die Berechnung von 
Konzentrationen in Protein-Nukleinsäure-Mischlösungen möglich sind (Kalb und Bernlohr, 
1977). Da Proteine abhängig von ihrer Größe, Faltung, Aminosäurezusammensetzung 
(Aromaten) und dem Lösungsmittel ähnlich wie Aminosäuren nicht einheitliche Spektren 
erzeugen, ist diese Formel kritisch zu betrachten. 
Humanes La-Protein (1–408) beinhaltet 19 Phenylalanine, 5 Tryptophane und 6 
Tyrosine (UniProt, 2015c), das sind verhältnismäßig viele Phenylalanine. Bovines Serum-
Albumin (BSA, 1–607) beinhaltet 30 Phenylalanine, 3 Tryptophane und 21 Tyrosine (Uniprot, 
2015a). Bezogen auf die Proteinlänge ist der Anteil an Phenylalaninen sowie das Verhältnis 
der Anzahl Phenylalanin zu Tryptophan und Tyrosin mit ihren höheren Absorptions-
koeffizienten in beiden Proteinen etwa gleich. Somit dürften sie ein ähnliches UV-Spektrum 
erzeugen. Zur Veranschaulichung und zur Validierung des Verfahrens wurden ein reines 
BSA-Proteinspektrum (Abbildung 6) und ein reines Nukleinsäure-Spektrum (Abbildung 7) mit 
einer Plasmid-DNA angefertigt. Dort waren im Proteinspektrum das Maximum bei 280 nm 
und eine weitere deutliche Zunahme der Extinktion unterhalb von 240 nm erkennbar. Das 
Nukleinsäure-Spektrum zeigte hingegen ein Maximum bei 260 nm und eine Senke bei 
230 nm ohne große Zunahme unterhalb von 230 nm. 
Die UV-Spektren der rekombinanten La-Proteine (La und LaN, jeweils mit/ohne 
Nukleinsäure-Verdau aufgereinigt, siehe Abbildung 8 und Abbildung 9) wiesen alle Maxima 
nahe 260 nm auf, weshalb die Vermutung nahelag, bakterielle Nukleinsäuren mitaufgereinigt 
zu haben, die nun an diesem RNA-Bindeprotein gebunden waren. Es sind dennoch 
Unterschiede in den Proteinfraktionen zu erläutern, welche die Abbildung 8 und Abbildung 9 
durch Übereinanderlegen der Kurven im Diagramm offenbarten. Die während der Auf-
reinigung mit Nukleasen behandelten Proteine La (+R/D) und LaN (+R/D) haben erstens 
eine niedrigere Amplitude bei vergleichbarer (LaN) bzw. sogar höherer Konzentration (La), 
zweitens ist das Maximum etwas in Richtung 280 nm verschoben (265 und 264 nm im 
Vergleich zu 259 nm). Folglich ist dort der Anteil an Nukleinsäuren geringer. Trotzdem sind 
noch Nukleinsäuren vorhanden, was die Berechnung mit Formel von V. F. Kalb und R. W. 
Bernlohr zeigte. Demnach verringerte sich der Nukleinsäure-Anteil durch den Verdau auf 
38 % bei La und auf 51 % bei LaN. 
Jedoch demonstriert die ebenfalls aus der Formel berechnete Proteinkonzentration 
die Bedenklichkeit der Formelanwendung, da sie von der per Coomassie-Gel bestimmten 
Proteinkonzentration abweicht. Der berechnete Nukleinsäure-Gehalt nach Nukleasen-
Behandlung ist zudem unter Umständen trotz deutlicher Abnahme noch falsch zu hoch. Dass 
Messungen von Nukleinsäuren fehlerhaft sein können, demonstrierte ein Probeverdau von 
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Plasmid-DNA (0,1 µg/µl, 60µl) durch DNase (0,3 µl) und gleichzeitiger OD260-Messung, in 
dem die Absorption von initial 0,200 auf 1,688 bei der letzten Messung nach vier Stunden 
zunahm. Die DNAse war nachweislich funktionsfähig. Es wurde vor Verwendung der DNAse 
ein Kontroll-Verdau eines Plasmids und Auftragung auf ein Agarose-GelI durchgeführt, in 
dem nach Verdau keine DNA mehr nachweisbar war. Eine Berechnung der DNA-
Konzentration in üblicher Weise aus solchen UV-Absorptionswerten würde wahrscheinlich 
nicht die wahre DNA-Konzentration widerspiegeln. Insgesamt erzeugen wohl kleinere 
Nukleinsäuren eine höhere Absorption im UV-Spektrum. Das könnte evtl. auch bei den 
Proben La (+R/D) und LaN (+R/D) der Fall sein. 
Zur näheren Untersuchung von La und LaN wurden Färbungen mit dem spezifisch 
Nukleinsäuren färbenden Fluoreszenzfarbstoff RiboGreen® angefertigt. Durch den selektiven 
Verdau mit DNase oder RNase während der Färbung mit RiboGreen® konnte mit großer 
Sicherheit herausgefunden werden, ob es sich bei den Nukleinsäuren um DNA oder RNA 
handelte. Zu Beginn wurden probeweise definierte Mengen verschiedener DNAs und RNAs 
gemessen und verdaut (siehe Abbildung 13). Dabei stellte sich heraus, dass die Länge und 
Art der Nukleinsäuren Einfluss auf die Fluoreszenz mit RiboGreen® hat. Die Gesamt-RNA 
von Raji-Zellen fluoreszierte beispielsweise mit RiboGreen® deutlich stärker als die von 
E. coli-Bakterien. DNA scheint sich ähnlich stark wie RNA anzufärben. Kurze Oligo-DNAs 
hatten mit RiboGreen® die stärkste Fluoreszenz. Offenbar bindet RiboGreen® leichter an 
kürzere Nukleinsäure-Fragmente. Bestätigt hat sich auch die in der Literatur beschriebene 
wesentlich stärkere Fluoreszenz bei Doppelsträngigkeit (hier doppelsträngige Oligo-DNA). 
Auch waren 500 ng PolyIC verhältnismäßig wenig fluoreszierend, was Literaturdaten für 
bestimmte Ribonukleinsäure-Polymere ebenfalls besagten. Der Verdau aller Nukleinsäuren 
mit DNase und RNase konnte mit RiboGreen® erfolgreich nachgewiesen werden, womit 
dieses Verfahren insgesamt validiert ist. 
Die RiboGreen®-Messungen von La und LaN konnten im Gegensatz zu den UV-
Spektrumbestimmungen noch viel signifikantere Unterschiede zu den Nukleinsäure-
behandelten Proteinversionen aufzeigen. Die jeweils während der Aufreinigung mit 
Nukleasen behandelten Proteine beinhalteten hiernach fast keine Nukleinsäuren mehr 
(Abbildung 14). Diese RiboGreen®-Ergebnisse sind allerdings als Puzzleteil und nicht absolut 
zu sehen. Es ist durchaus möglich, dass die Moleküle nicht ausreichend an alle 
Nukleinsäuren binden können. Schließlich hatten die Nukleasen mindestens alle zugäng-
lichen Nukleinsäuren verdaut, trotzdem offenbarte das UV-Spektrum noch eine Kurve mit 
eindeutigem Nukleinsäure-Anteil. Möglicherweise genießt an La gebundene Nukleinsäure 
einen Schutz und ist dort gleichzeitig nur begrenzt durch RiboGreen® markierbar. Eine 
weitere Möglichkeit wäre ein Verdau von Rest-Nukleinsäure durch noch enthaltene 
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RNase/DNase in der Proteinlösung von La/LaN (+R/D). Durch RiboGreen® wurde evtl. die 
Nukleinsäure-Protein-Bindung gelockert und dadurch für die noch von der Aureinigung mit 
Verdau enthaltenen Nukleasen zugänglich, deren Aktivität in La (+R/D) und LaN (+R/D) in 
Versuchen tatsächlich nachgewiesen wurde. 
Ein nun in Ergänzung durchgeführter selektiver RNase/DNase-Verdau der noch 
nicht Nuklease-behandelten Proteine La/LaN ergab letztendlich differenziertere Resultate. 
Die Fluoreszenz von LaN ließ sich durch RNase um über 90 % senken, DNase hingegen 
führte zu einem marginalen Anstieg, jedenfalls zu keiner Abnahme (Abbildung 15 B). Es wird 
sich fast ausschließlich um N-terminalen RNA am RRM1 gehandelt haben, die für RNase 
offenbar leicht zugänglich war. Das La-Gesamtprotein hingegen ließ seine Fluoreszenz 
durch RNAse nur um 60 % senken. Dafür führte DNase überraschenderweise zu einer 
Fluoreszenzzunahme, die auch im Wiederholungsversuch mit längerer Verdauzeit zu 
beobachten war (Abbildung 15 A). 
Es ist mit großer Wahrscheinlichkeit davon auszugehen, dass neben RNA auch 
DNA an La gebunden vorlag, da ansonsten gar kein Effekt durch die DNase zu sehen 
gewesen sein dürfte. An dieser Stelle ist nochmals zu erwähnen, dass die Kontroll-
messungen von reiner RNase und DNase keine Fluoreszenz ergaben. Die Zunahme der 
RiboGreen®-Fluoreszenz durch DNase von unbehandeltem La führt zu der These, dass beim 
DNA-Verdau viele kleine DNA-Fragmente entstehen, was die vorangegangenen Unter-
suchungen von DNAs verschiedener Größen unterstützt. Das wäre eine ähnliche 
Beobachtung wie bei der UV-Messung von DNA während DNase-Verdau, wo die Absorption 
ebenfalls stieg. Die DNA-Fragmente können durch die Anwesenheit von bzw. die Bindung an 
La offenbar nicht komplett abgebaut werden. Die Ursache liegt nicht an RiboGreen®, dieses 
wurde immer erst nach der Verdauzeit hinzugegeben. Eine Vermutung wäre, dass DNA-




5.3  SlanDCs werden durch La-Protein aktiviert, wenn bakterielle 
Nukleinsäure gebunden ist 
 
SlanDCs sind die Hauptpopulation von mDCs. Sie kommen im Blut vor und haben 
ein sehr hohes proinflammatorisches Potenzial. Sie tragen keinen TLR9, können also nur 
durch bakterielle RNA, nicht aber durch bakterielle DNA aktiviert werden, wobei zu erwähnen 
ist, dass es jüngere Erkenntnisse über einen intrazellulären DNA-Rezeptor gibt (Martin und 
Elkon, 2006). Es rückt im Zusammenhang mit diesen Zellen v. a. der N-Terminus in den 
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Fokus, da dieser das RNA-Erkennungsmotiv RRM1 enthält, das RNA binden kann. Für die 
Versuche mit DCs wurden La-Vollänge (La) und seine etwa halb so lange N-terminale 
Domäne (LaN) rekombinant in E. coli-Bakterien hergestellt. Schon die erste Ergebnisse 
zeigten, dass sie slanDCs sehr potent stimulieren können (Abbildung 16, Abbildung 18). Um 
zu untersuchen, ob die immunologische Wirkung nur durch La in Kombination mit RNA/DNA 
oder auch alleine vorhanden ist, wurden die Proteine erneut aufgereinigt und ein Teil dabei 
mit DNase- und RNase verdaut. Die behandelten Proteine La (+R/D) und LaN (+R/D) waren 
signifikant weniger immunstimulierend (Abbildung 19 bis Abbildung 26). Wie im Kapitel 5.2 
erläutert ist durch den Nukleasenverdau ein Großteil der Nukleinsäuren an La entfernt 
worden. An La-Volllängeprotein ist jedoch auch nach dem Verdau noch etwas DNA 
gebunden, die slanDCs ohne TLR9 aber nicht beeinflussen dürfte. V. a. LaN konnte fast 
vollständig von seiner Nukleinsäure befreit werden und weist bis auf 2 Ausreißer von 18 
Versuchsansätzen ein immunstimulatorisches Potenzial nahe Null auf. 
Als Kontrollversuche wurde zum Abschluss reine bakterielle RNA aufgereinigt und 
auf slanDCs gegeben (Abbildung 27). In zwei verschiedenen Konzentration im µg- und ng-
Bereich war die RNA von E. coli genauso stimulierend wie die hier verwendete Menge an La 
und LaN sowie die Positivkontrolle LPS.  
Zusammenfassend bewirken humanes La-Volllängeprotein und auch sein 
N-Terminus LaN nach Aufreinigung aus transfizierten E. coli-Bakterien und nachweislich 
gebundener bakterieller Nukleinsäure eine Immunstimulation von slanDCs. Die rührt aller 
Wahrscheinlichkeit nach von bakterieller RNA her, da slanDCs kein TLR9 besitzen und weil 
reine E. coli-RNA schon slanDCs aktiviert. In einem Versuch am Ende der Arbeit konnte 
zudem bakterientypische CpG-DNA tatsächlich slanDCs nicht stimulieren. Durch den Verdau 
mit DNase und RNase während der Aufreinigung und vor der Dialyse können Protein-
varianten mit weniger gebundenen Nukleinsäuren erzeugt werden, dessen immunstimula-
torisches Potenzial signifikant gesenkt wurde. Reines La ganz ohne Nukleinsäuren hat 
wahrscheinlich keinen immunstimmulatorischen Effekt. 
Eukaryontische isolierte RNA hingegen hatte keinen Effekt auf slanDCs 
(Abbildung 27). Jetzt stellte sich die Frage, ob eukaryontische RNA in Verbindung mit La in 
eine immunstimulierende Form gebracht werden kann? Für eukaryontische DNA ist dies in 
Verbindung mit dem kurzen antimikrobiellen Peptid LL-37 gezeigt worden. Auch menschliche 
RNA komplexiert mit LL-37 und kann so die immunologische Barriere für Eigennukleinsäuren 
durchbrechen. In der Abbildung 28 wurde der Versuch für Nukleinsäure-befreites LaN (+R/D) 
unternommen, jedoch zeigte sich hier kein Effekt auf slanDCs. Es muss jedoch angemerkt 
werden, dass LaN (+R/D) selber nachweislich RNase-Aktivität besaß. Offenbar sind wenige 
RNase-Moleküle nach Zugabe zu den aufgeschlossenen Bakterien trotz nachfolgender 
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Reinigung des Proteins über die Nickel-Affinitätssäule in die Elutionsfraktion, also in die 
endgültige Proteinlösung, gelangt. Auch die Dialyse hätte die RNase nicht mehr entfernen 
können. Möglicherweise sind RNase-Moleküle über die Bindung an noch wenige Protein-
gebundene RNA-Reste mit aufgereinigt worden. Somit wäre eine Reassoziation von 
isolierter eukaryontischer RNA an LaN (+R/D) massiv gestört. Es kann also nicht aus-
geschlossen werden, ob La bzw. LaN tatsächlich immunstimulierenden Komplexe mit eu-
karyontischer RNA in vivo oder in erneuten Versuchen in vitro bilden kann. 
Die Promotionsarbeit wirft insgesamt viele neue Fragen auf und produziert daher 
Ansatzpunkte für mögliche nachfolgende Experimente. Bakterielle Nukleinsäuren binden an 
La. La kommt ubiquitär im Menschen in allen Zellkernen vor, kann aber durch unnatürlichen 
Zelluntergang in den Extrazellulärraum gelangen und so in Kontakt mit körperfremden 
Nukleinsäuren treten. Solches extrazelluläres La bindet nachweislich an Nachbarzellen und 
Immunzellen (Bachmann et al., 1990) und kann daher möglicherweise als „Transporter-
Protein“ wirken, das bakterielle Nukleinsäuren den Immunzellen zuführt. Hier könnten 
beispielsweise Versuche mit markierten Nukleinsäuren weiterführen, die mit La auf Zellen 
gegeben werden und unter dem Fluoreszenzmikroskop im Verlauf intrazellulär erscheinen, 
ohne La aber vielleicht keinen Zutritt in die Zelle gehabt hätten.  
Da T-Zellen nur Proteinantigene nach Prozessierung zu Peptid-MHC-Komplexen 
erkennen, stellt sich die Frage, ob aktivierte slanDCs, wie in dieser Arbeit, die durch die 
Zugabe von La mit bakterieller RNA aktiviert wurden, eine La-spezifische T-Zelle aus einem 
Pool von naiven T-Zellen aktivieren und zur Proliferation anregen können. T-Zellen sind 
alleine durch La, selbst in Verbindung mit bakterieller Nukleinsäure, nicht aktivierbar. Sie 
benötigen ein zweites Signal, welches aktivierte slanDCs geben können. Solche slanDCs 
würden durch bakterielle RNA einerseits selbst aktiviert werden, exprimieren darauffolgend 
kostimulatische Signale für T-Zellen und gleichzeitig präsentieren sie alle aufgenommenen 
Moleküle via MHC-Komplex auf ihrer Oberfläche, u. a. auch La. Dieser Mechanismus könnte 
für die Aktivierung von La-spezifischen T Zellen verantwortlich sein. Experimente, die dies 
untersuchen, können auch auf B-Zellen ausgeweitet werden, da diese auch zu 
professionellen antigenpräsentierenden Zellen (APC) maturieren können. Außerdem könnte 
man untersuchen, ob über diesen Weg La-spezifische Antikörperbildung initiiert werden 
kann. 
Dass direkte La-Antigenpräsentation über Kreuzpräsentation durch DCs zur La-
gerichteten CD8+ T-Zell-Aktivierung führt, zeigten Experimente von Keech et al., 2010. 
Bestimmte extrazelluläre La-gebundene bakterielle Nukleinsäuren ist möglicherweise vor 
extrazellulärem Verdau geschützt. Vermehrte extrazelluläre DNA ist ein Trigger für SLE, 
verschiedene Mechanismen wurden beschrieben (siehe Kapitel 1.1.2). Es ist auch möglich, 
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dass La extrazellulär die Funktion eines Alarmins innehat, das zeigten auch Unter-
suchungen, in denen La im Komplex mit ssDNA auf immature DCs chemotaktisch wirkte, die 
Einzelkomponenten jedoch nicht (Oppenheim et al., 2005). Auch können mDCs wohl doch, 
und zwar TLR9-unabhängig, durch intrazelluläre DNA eine Aktivierung erfahren (Martin und 
Elkon, 2006). Um zu erforschen, ob La ähnlich dem Peptit LL-37 aus der Gruppe der 
Cathelicidine mit körpereigenen Nukleinsäuren immunstimulatorische Komplexe bilden kann 
(siehe Einleitung, Kap. 1.5), müsste La für folgende slanDC-Aktivierungsversuche eu-
karyontisch, z. B. in HEK-293-Zellen (Human Embryonic Kidney, menschliche embryonale 
Nierenzellen), hergestellt werden. Eine Kontamination mit bakteriellen Nukleinsäuren oder 
LPS wäre so nicht möglich. 
Nachweislich führen bakterielle Infektionen zu Krankheitsschüben beim SLE. Bei 
bakteriellen Infektionen ist bakterielle Nukleinsäure im Körper vorhanden und kann im Falle 
von Zelluntergang an unphysiologisch freigesetztes La-Protein binden. B-Zellen können RNA 
erkennen, T-Zellen binden nur Protein-Antigen. Der Mechanismus der Antikörperbildung 
gegen La, wenn Nukleinsäuren dabei eine Rolle spielen, muss also neben DCs über B-
Zellen ablaufen. B-Zellen erkennen pathogene Nukeinsäuren, an denen La gebunden ist, 
und präsentieren dann prozessiertes La-Protein an der Oberfläche, so dass es dort von T-
Zellen erkannt wird. Da durch die prokaryontische Herkunft der gebundenen Nukleinsäure 









Der systemische Lupus erythematodes (SLE) ist der Prototyp einer systemischen 
Autoimmunkrankheit, bei dem neben leichteren Verläufen mit spontan remittierendem 
Hautausschlag und Gelenkschmerzen häufig eine Nierenbeteiligung in Form der 
Glomerulonephritis vorkommt. Eine weitere Autoimmunerkrankung ist das Sjögren-Syndrom, 
bei der exokrine Drüsen befallen werden und v. a. zu anhaltender Mund- und Augen-
trockenheit führen. Beide Erkrankungen gehören zu den Kollagenosen (Bindegewebs-
erkrankung), bei denen organunspezifische Autoantikörper gegen Zellkernmaterial (anti-
nukleäre Antikörper) zur Diagnosefindung beitragen. Eines der Antigene nennt sich La/SS-B 
(Sjögren-Syndrom-B), es wird bei 70 % der Sjögren-Syndrom- und 25 % der SLE-Patienten 
registriert. Im Rahmen von Zelluntergang wie bei Infektionen oder UV-Licht-Exposition, wenn 
La/SS-B extrazellulär für das Immunsystem zugänglich wird, kommt es zu Krankheits-
schüben von SLE. La/SS-B ist bei fast allen Eukaryonten ein essentielles Kernprotein, das 
Nukleinsäuren, v. a. RNA, und in gewissem Grad auch DNA binden kann. Beim Menschen 
hat es eine wichtige Funktion in der Bindung von RNA-Polymerase III-Transkripten. Das 
Protein besteht funktionell aus einem N- und einem C-Terminus. Der N-Terminus beinhaltet 
das La-Motiv und das RRM1 (RNA recognition motif 1, RNA-Erkennungmotiv). Es kann 
davon ausgegangen werden, dass im Rahmen der Erkrankungen in einer oder mehrerer 
Phasen dendritische Zellen des Immunsystems mit dem Protein in Kontakt treten, da diese 
zentralen Zellen des Immunsystems für die Bildung von Antikörpern essenziell sind. 6-sulfo 
LacNAc+ dendritische Zellen (slanDC) sind die proinflammatorische Hauptpopulation 
myeloider dendritischer Zellen (mDC) und produzieren bei Stimulation große Mengen 
Tumornekrosefaktor-α (TNF-α). Sie besitzen wie alle mDCs keinen TLR9 (toll-like receptor, 
Toll-ähnlicher Rezeptor), der durch CpG-reiche, bakterielle DNA aktiviert würde, dafür aber 
solche TLRs, die zu einer Aktivierung der slanDCs u. a. durch bakterielle RNA oder 
Lipopolysaccharide (LPS) führen. 
 
Eine entscheidende Frage ist, warum es zur Bildung von Autoantikörpern gegen 
das Kern- und RNA-Bindeprotein La kommt und ob La-Autoantikörper eine Begleit-
erscheinung sind oder ob es tatsächlich immunstimulierende Formen von La gibt. Da La ein 
Nukleinsäure-bindendes Protein ist, ist eine Assoziation mit bakteriellen Nukleinsäuren nach 
prokaryontischer Herstellung wie in dieser Arbeit wahrscheinlich. Da der N-Terminus des La-
Proteins die RNA-Bindedomäne enthält, wurde dieser näher untersucht. Die Stimulierbarkeit 
von DCs durch La ist noch unzureichend erforscht. In dieser Arbeit wurde repräsentativ die 
Stimulierbarkeit von slanDCs durch La/SS-B nach Aufreinigung durch zwei variierende 
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Verfahren untersucht. Zu prüfen war, ob und in welchem Umfang die gebundenen 
Nukleinsäuren Einfluss auf die Aktivierungsfähigkeit haben. 
 
La-Protein wurde prokaryontisch rekombinant in E. coli-Bakterien hergestellt und 
mit Nickel-Affinitätschromatographie aufgereinigt. Durch Einbau eines Stopcodons konnte 
zusätzlich der N-terminale Teil von La (LaN) separat hergestellt werden. Bei einer erneuten 
Aufreinigung wurde das Aufreinigungsverfahren um einen DNase-/RNase-Verdau erweitert. 
Um gebundene Nukleinsäuren nachzuweisen und zu messen wurden UV-Spektren der 
aufgereinigten Proteine bei 220–300 nm angefertigt. Zudem erfolgten Fluoreszenzfärbungen 
mit RiboGreen®, welches auf Nukleinsäuren reagiert. Für verschiedene Referenzversuche 
und Vergleiche wurden E. coli- und eukaryontische RNA mit TriPure Isolation Reagent und 
Chloroform isoliert. Die slanDCs wurden über magnetischer Zellseparierung aus PBMCs 
isoliert, die zuvor aus buffy coats mittels Ficoll-Dichtezentrifugation gewonnen wurden. Sie 
wurden bei Raumtemperatur 24 Stunden kultiviert, die Probenzugabe erfolgte 4 Stunden 
nach Kulturbeginn. Im Überstand wurde die TNF-α-Konzentration mittels ELISA bestimmt. 
 
Nach erfolgter Aufreinigung bestätigten Westernblots die Identität der Proteine La 
und LaN. Die UV-Spektren ergaben Protein-Nukleinsäure-Mischspektren, der Nukleasen-
verdau verringerte jedoch den gebundenen Nukleinsäure-Anteil. RiboGreen®-Probe-
färbungen verschiedener Nukleinsäuren sowie Verdauungsversuche mit Nuklease zeigten 
eine Inhomogenität der Fluoreszenzintensitäten abhängig von der Art und Länge der 
Nukleinsäure. Dadurch war eine korrekte Quantifizierung des La-gebundenen bakteriellen 
Nukleinsäure-Gemischs nicht möglich. Trotzdem konnte beim getrennten Verdau mit DNase 
und RNase die Nukleinsäure an La-Protein als größtenteils RNA, an LaN als fast 
ausschließlich RNA identifiziert werden. In den slanDC-Aktivierungsversuchen erwiesen sich 
sowohl 5 pmol La-Volllänge als auch 5 pmol von dessen seperatem N-Terminus als potente 
Stimulatoren. Die Nuklease-verdauten Varianten von La und LaN waren signifikant weniger 
immunstimulierend. Selbst 50 pmol Nuklease-behandeltes La führten zu weniger TNF-α-
Produktion als 5 pmol unbehandeltes La. In einem Kontrollversuch war aufgereinigter E. coli-
RNA ebenfalls stimulierend, eukaryontische RNA hingegen nicht. CpG-DNA führte ebenfalls 
zu keiner Aktivierung von slanDCs. Reassoziationsversuche von Nuklease-behandeltem N-
terminalen La-Protein mit eukaryontischer RNA konnten keine immunstimulierende Wirkung 
hervorrufen. 
 
Es kann aus den Versuchen mit slanDCs geschlossen werden, dass an La 
gebundene bakterielle Nukleinsäuren für die Aktivierung der Immunzellen hauptverant-
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wortlich waren. Mit großer Wahrscheinlichkeit beruht die Aktivierung auf RNA. Einerseits 
wurde v. a. RNA in den Proteinaufreinigungen nachgewiesen, andererseits tragen mDCs 
keinen TLR9 zur DNA-Erkennung. Diese Arbeit wirft die Frage auf, ob dem Protein La/SS-B 
eine Funktion als Alarmin innewohnt, ähnlich dem Protein LL-37, das selbst das 
Immunsystem nicht stimuliert, aber körpereigene DNA komplexieren und dadurch in eine 
autostimulierende Form verwandeln kann. Möglicherweise wird durch Zellschaden 
freigewordenes La durch gleichzeitig vorhandene körperfremde Nukleinsäuren in 
Immunzellen geschleust, um auf diesem Weg die Immuntoleranz zu durchbrechen. 
Nachdem in dieser Arbeit offenbar die Nukleinsäuren für die Aktivierung von slanDCs 
verantwortlich waren, könnte in weiterführenden Versuchen an isolierten T-Helferzellen oder 
an murinen T-Zellen in vivo untersucht werden, ob sie durch Stimulation mit La-aktivierten 
DCs tatsächlich auf La-Protein geprimt (priming, Prägung) werden. Zudem wird die 
Vermutung aufgeworfen, ob extrazelluläres La während einer bakteriellen Infektion deren 
Nukleinsäuren stabilisiert und vor Nukleasen schützt. Dadurch vermehrt auftretende 










Systemic lupus erythematosus (SLE) is the prototype of a systemic autoimmune 
disease. Apart from a spontaneously remitting rash and joint pain a glomerulonephritis often 
damages the kidney. Sjögren’s syndrome is another autoimmune disease. It affects the 
exocrine glands whose destruction leads to persistent mouth and eye dryness. Both 
diseases belong to the group of collagenoses (connective tissue diseases) where organ 
non-specific autoantibodies against nuclear material (antinuclear antibodies) are used for 
diagnosis. One antigen called La/SS-B (Sjögren’s Syndrome-B) has been detected in 
seventy percent of the patients with Sjögren’s syndrome and in twenty-five percent of the 
patients with SLE. On cell death, for example due to infections or exposure of UV light, 
La/SS-B is exposed to the extracellular space becoming available to the immune system and 
leads to an exacerbation of SLE. La/SS-B is an essential nuclear protein in almost all 
eukaryotes. It binds nucleic acids, particularly RNA, but also DNA to a lesser extent. A major 
function in humans is the binding of RNA polymerase III transcripts. The protein can be 
divided into an amino- and a carboxyl-terminus, each serving a different function. The amino-
terminus contains the La motif and the RRM1 (RNA recognition motif 1). In one or more 
phases during the disease La/SS-B will interact with dendritic cells (DC). These central cells 
of the immune systems are essential for the generation of an antibody response. 6-sulfo 
LacNAc+ dendrite cells (slanDC) are the major population of myeloid dendritic cells (mDC) 
and have a high proinflammatory potential. In case of stimulation they produce large 
amounts of tumor necrosis factor-α (TNF-α). Like all mDCs they have no TLR9 (toll-like 
receptor), which could activate the slanDCs via bacterial DNA, but they have TLRs that 
activate these cells by bacterial RNA and lipopolysaccharide (LPS). 
 
A crucial question is why autoantibodies against the nuclear RNA binding protein La 
are generated. These autoantibodies could be the consequence of an epiphenomenon or of 
active immunostimulation. Because La is a nucleic acid binding protein, an association with 
bacterial nucleic acids after purification from transformed prokaryotes seemed possible. The 
amino-terminus was analyzed closer since in contains the RNA binding domain. The 
stimulation of DCs is still insufficiently researched. In this dissertation the stimulation of 
slanDCs by La/SS-B after purification, using two different methods, was studied. The goal 
was to clarify whether the bound nucleic acids have an effect on the activation ability of 
La/SS-B. 
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La protein was produced recombinantly in E. coli bacteria and purified with nickel 
affinity chromatography. It was possible to create and purify the separate amino-terminus of 
La (LaN) by insertion of a stop codon in the transformed prokaryotic DNA. In a second 
purification of La and LaN the procedure was supplemented by a treatment with DNase and 
RNase. An UV spectral analysis at 220–300 nm was performed to verify and measure bound 
nucleic acid of the purified proteins. Furthermore RiboGreen®, which reacts to nucleic acids, 
was used for fluorescence staining. E. coli and eukaryotic RNA were isolated with TriPure 
Isolation Reagent and Chloroform for several experiments and comparisons. The slanDCs 
were isolated by magnetic cell isolation from PBMCs which were obtained from buffy coats 
by Ficoll density centrifugation. The DCs were cultivated for 24 hours at room temperature 
and the samples were added 4 hours into the process. In the supernatant the TNF-α 
concentration was measured by ELISA. 
 
After protein purification, western blots were used to verify the identity of La and 
LaN. The UV spectral analysis showed mixed spectra of proteins and nucleic acids, however 
the treatment with nucleases reduced the amount of nucleic acids bound to the proteins. 
RiboGreen® fluorescence staining of various nucleic acids and digestion experiments with 
nucleases reveal an inhomogeneous fluorescence depending on the type and length of the 
nucleic acid. This made it impossible to quantify the correct amount of the La-bound bacterial 
nucleic acid mixture. With the use of a separate treatment with either DNase or RNase the 
biggest part of the nucleic acid bound to La could be identified as RNA. For LaN this was 
almost exclusively RNA. 5 pmol La as well as its amino-terminus LaN proved to be potent 
stimulators in the activation experiment of slanDCs. The nuclease-treated protein variants of 
La and LaN were significantly less immunostimulatory. Even 50 pmol nuclease-treated La led 
to less TNF-α production than 5 pmol untreated La. E. coli RNA was equally stimulatory to 
slanDCs in the control experiment. The same did not hold true for eukaryotic RNA. CpG DNA 
also did not lead to an activation of slanDCs well. The attempt to reassociate nuclease-
treated LaN with eukaryotic RNA did not induce a conversion of LaN in an immune-
stimulatory activator for slanDCs. 
 
It was shown that La-bound bacterial nucleic acids are mainly responsible for the 
activation of slanDCs. The activation seems to be triggered by the RNA. On one hand RNA 
was found to be large part of the purified proteins, on the other hand mDCs do not have a 
TLR9 for the recognition of DNA. This dissertation raises the question whether La/SS-B has 
a role as an alarmin similar to the small protein LL-37, that could not stimulate the immune 
system itself, but complex the body’s own DNA and convert it to an autostimulatory form. 
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Extracellular La from cell death might be taken up by DCs which are stimulated by foreign 
nuclein acids at the same time, leading to an immune response against La, too. Due to the 
observation that nucleic acids were responsible for the activation of slanDCs, further 
experiments with isolated T helper cells or murine T cells in vivo should be performed. These 
experiments should address questions whether La specific T cells, which are subsequently 
responsible for the activation of B cells, are primed. The results of this dissertation led to the 
assumption that extracellular La could potentially stabilize and protect bacterial nucleic acids 
during infections from nucleases. This increase of extracellular bacterial nucleic acids could 
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